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Toutes les cellules libèrent plusieurs types de vésicules extracellulaires (VEs) qui transportent 
protéines, lipides et acides nucléiques. Ces vésicules de petite taille se retrouvent dans tous les 
fluides biologiques tel que le sang et la lymphe et interagissent avec les cellules environnantes. 
Le système lymphatique constitue une voie de prédilection pour la mobilisation des accepteurs 
de cholestérol à partir de la paroi artérielle. Nous avons démontré dans un modèle murin qu’une 
dysfonction lymphatique précède la formation de la plaque d’athérome et que cette dysfonction 
touche a priori la capacité de contraction des vaisseaux collecteurs. À la base de toutes ces 
observations, nous avons émis l’hypothèse que les VEs contribuent à la dysfonction lymphatique 
liée à l’athérosclérose. Pour répondre à ceci, nous avons mis en place un projet translationnel 
composé de deux groupes de sujets sains, sans maladie cardiovasculaire, qui se distinguent par la 
présence d’antécédents familiaux d’accidents cardiovasculaires prématurés chez un parent du 
premier degré. Nous avons quantifié plusieurs sous-types d’intérêt de VEs en circulation à partir 
du plasma exempt de plaquettes, par cytométrie en flux ultraspécialisés dans la détection de 
petites particules (> 100 nm) combiné à d’autres techniques complémentaires standardisées.  
Ensuite, nous avons évalué la fonction lymphatique grâce à l’imagerie par proche infrarouge 
après injection du vert indocyanine (ICG). Nos résultats préliminaires sont prometteurs quant aux 
rôles des VEs et de la dysfonction lymphatique dans le développement de l’athérosclérose et 
corroborent avec nos observations faites chez la souris. Les sujets avec antécédents familiaux de 
maladie cardiovasculaire (MCV) présentent des signes de dysfonction lymphatique avant même 
l’apparition de plaques d’athérome subcliniques. La réponse mécano-sensible de leurs vaisseaux 
collecteurs paraît défectueuse et est observable de concert avec un profil de VEs qui présument 
une atteinte lymphatique. Ces résultats restent à être confirmer avec le recrutement de sujets 
additionnels et l'évaluation de la corrélation avec le score de risque polygénique de développer 
une MCV, dans l’objectif ultime de faire des VEs et de la fonction lymphatique de nouveaux 
biomarqueurs dans l’identification précoce des MCV. 
Mots-clés : vésicules extracellulaires, système lymphatique, athérosclérose, cytométrie en flux, 
maladie cardiovasculaire, imagerie proche infrarouge 
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Abstract 
All cell types release extracellular vesicles (EVs) that carry different types of cellular cargo, such 
as proteins, lipids and nucleic acids. These small vesicles are found in all biological fluids including 
blood and lymph and can interact with neighboring cells. The lymphatic system is a preferred 
route for the mobilization of cholesterol from the arterial wall. We have demonstrated in a mouse 
model that lymphatic dysfunction precedes the development of atherosclerosis and that that this 
dysfunction affects the contraction capacity of the collecting vessels. Based on these 
observations, we hypothesized that EVs contribute to atherosclerosis-associated lymphatic 
dysfunction. Therefore, we have initiated a translational study involving two groups of healthy 
subjects that differ in their risk of cardiovascular disease (CVD). We quantified several subtypes 
of circulating EVs on platelet-free plasma by ultraspecialized flow cytometry in the detection of 
small particles (> 100 nm) combined to other state-of-the art complementary techniques. Next, 
we assessed the lymphatic function using near-infrared imaging and injection of indocyanine 
green (ICG). Our preliminary results are promising for the role of EVs and lymphatic dysfunction 
in the development of atherosclerosis and corroborate with our observations made in mice. 
Individuals at high risk of CVD have signs of lymphatic dysfunction even before the onset of 
subclinical atherosclerosis. The mechano-sensitive response of their collecting vessels appears to 
be defective and is observable in concert with a profile of EVs that presume lymphatic damage. 
These results remain to be confirmed with the recruitment of additional subjects and the 
assessment of the correlation with the polygenic risk score of developing a CVD, in the hope of 
making these specific EV subsets and lymphatic function new biomarkers in the early detection 
of CVD. 
Keywords: extracellular vesicles, lymphatic system, atherosclerosis, flow cytometry, 
cardiovascular diseases, infrared imaging  
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Chapitre 1: Introduction 
1.1. Athérosclérose 
L’athérosclérose est désormais reconnue en tant que maladie inflammatoire chronique (1) qui 
est la principale cause des maladies cardiovasculaires (MCV). Elle est fréquemment à l’origine des 
complications cliniques tel que les cardiopathies ischémiques et les accidents vasculaires 
cérébraux qui comptent à eux seules 15,2 millions de décès au total en 2016 (2). Malgré les efforts 
pour mieux comprendre cette maladie multifactorielle, la pathogenèse de l’athérosclérose 
demeure grandement incomprise.  
1.1.1. Facteur de risque  
Un facteur de risque est toute condition ou exposition du sujet connue pour augmenter le risque 
de survenue de la maladie (3). Dans le cadre de l’athérosclérose, cette définition implique un lien 
causal entre le facteur de risque et le développement de la plaque et que la suppression ou 
l’amélioration de ce facteur réduirait l’incidence de la maladie. Jusqu’à présent, plusieurs facteurs 
de risque modifiables ou non modifiables ont été identifiés et associés à l’athérosclérose. 
D’ailleurs, en l’absence de traitement spécifique de l’athérosclérose, la correction des facteurs de 
risque modifiables reste pour le moment le meilleur moyen pour retarder la progression de la 
lésion (4). 
1.1.1.1. Âge et sexe 
Le processus de vieillissement touche l’ensemble des organes et tissus. Ainsi avec l’âge, les 
vaisseaux sanguins subissent plusieurs modifications entrainant une perte de l’élasticité 
vasculaire, une augmentation de la dysfonction endothéliale ainsi qu’une augmentation de la 
pression artérielle (5). Les hommes sont plus à risque de développer une MCV que les femmes au 
cours de leur vie (6, 7). En revanche, la perte de la protection hormonale en postménopause 
expose les femmes à risque accru de MCV. En effet, selon l’étude de Framingham, la ménopause 
est associée à une augmentation du risque de MCV de 4.1 fois sur 10 ans chez les femmes âgées 
de 50 à 59 ans (8). 
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1.1.1.2. Antécédents familiaux 
Seuls les antécédents familiaux d’accidents cardiovasculaires prématurés chez un parent du premier 
degré sont à prendre à considération. Ce facteur de risque est défini par la survenue de MCV chez le 
père avant l’âge de 55 ans ou avant 65 ans chez la mère. Les individus qui répondent à ces critères 
sont alors 60 % à 75 % plus à risque de MCV (9).  
1.1.1.3. Dyslipidémie 
La dyslipidémie est un joueur clé dans la survenue de MCV (10). Il a été longtemps établi que les 
concentrations plasmatiques de cholestérol prédisent le risque de développer des plaques 
d’athérome. En 1979, Carlson et al.  avaient déjà démontré que pour toute augmentation de 1% 
du taux de cholestérol total, il y a une augmentation de 2 à 3 % de l’incidence des maladies 
coronariennes (11). Des études plus récentes ont permis de déplacer notre attention plus 
particulièrement sur la quantité de cholestérol transportée par les lipoprotéines de basse densité 
(LDL) ou de haute densité (HDL) pour mieux prédire le risque. Des taux élevés de LDL-cholestérol 
(LDL-C) ainsi que de faible taux de HDL-cholestérol (HDL-C) sont associés à un risque accru 
d’accidents cardiovasculaires (12). Ces observations sont surtout confirmées chez les sujets 
souffrants hypercholestérolémie familiale (HF). Cette maladie génétique est causée par des 
mutations au niveau des gènes LDLR, APOB et PCSK9 qui codent respectivement pour le récepteur 
aux LDL (LDLR), l’apolipoprotéine B (ApoB) et la proprotéine convertase subtilisin/kexin de type 9 
(PCSK9). L’HF est de plus caractérisée par des taux de LDL-C très élevé (> 4.5 mmol/L) et le 
développement de l’athérosclérose tôt dans la vie. Ces individus sont ainsi exposés à un risque 
majeur de MCV prématurées du fait de leur dyslipidémie (13). L’hypertriglycéridémie est un autre 
type de dyslipidémie, mais dont la contribution au risque cardiovasculaire a été très controversée. 
Cela s’explique par le fait que les triglycérides dépendent en grande partie d’autres facteurs de 
risque (12). À la lumière de plusieurs études de cohorte prospectives, les triglycérides sont 
maintenant reconnus comme un facteur de risque indépendant de MCV (14-16).  
1.1.1.4. Hypertension artérielle 
L’hypertension artérielle (HTA) se définit par une pression artérielle systolique ≥ 140 mm Hg et/ou 
diastolique ≥ 90 mm Hg (17). Elle est un facteur de risque très important de MCV à cause de sa 
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forte prévalence et incidence. En effet, selon l’étude de Framingham, 90% de la population d’âge 
moyen ou âgée risque de développer une HTA à un moment ou un autre de sa vie (18). 
1.1.1.5. Diabète 
Les MCV sont la cause la plus fréquente de mortalité et de morbidité chez la population 
diabétique faisant état du lien étroit entre ces deux pathologies (19). Cela est dû aux effets 
délétères de l’hyperglycémie persistante sur les vaisseaux sanguins mais aussi à la coexistence 
d’autres désordres et facteurs métaboliques (20). En effet, 97 % des diabétiques souffrent de 
dyslipidémie avec de faible taux d’HDL-C, des taux élevés de triglycérides et une prédominance 
de petites particules denses de LDL, connues pour être très athérogène (21). 
1.1.1.6. Habitude de vie 
Les autres facteurs de risque de MCV sont plutôt liés au mode et habitude de vie. Le tabagisme, 
l’alimentation malsaine, l’obésité, la sédentarité et la consommation excessive d’alcool sont 
connus pour augmenter la survenue de MCV. Ils favorisent les facteurs de risque traditionnels 
dont l’HTA, la dyslipidémie et l’hyperglycémie. De plus, ces mauvaises habitudes de vie sont 
étroitement liées à des conditions impliquées dans les MCV tels que la dysfonction endothéliale, 
le stress oxydatif, l’inflammation, la thrombose /coagulation et l’arythmie (22).  
1.1.2. Physiopathologie 
Russel Ross a décrit la pathogénèse de l’athérosclérose comme étant une réponse à une agression 
« response to injury » (23),(24). De façon générale, cette hypothèse soutient le fait que le 
mécanisme initiateur serait une agression de l’endothélium vasculaire par des substances nocives 
(hypercholestérolémie, agent infectieux, hyperglycémie etc.) ou un stress hémodynamique (flux 
sanguin turbulent, HTA etc.)(24). Les travaux qui ont fait suite à cette hypothèse permettent 
d’affirmer que le LDL sous forme oxydée serait l’agent d’agression le plus probable à l’origine de 
la lésion endothéliale (25). En condition normale, l’endothélium vasculaire participe au maintien 
du tonus vasculaire grâce à la libération de plusieurs médiateurs vasodilatateurs tels que l’oxyde 
nitrique (NO) et la prostacycline (PGI2) ou vasoconstricteurs comme l’endothéline (ET-1). Il 
contrôle également la perméabilité vasculaire et présente des propriétés antithrombotiques. En 
revanche, face à une agression, l’endothélium endommagé subit une modulation phénotypique 
15 
associée à la dysfonction endothéliale (26). Cet état pathologique est surtout caractérisé par une 
perturbation de la balance vasodilatation/vasoconstriction. En effet, il y a une diminution de la 
biodisponibilité du NO et une surexpression d’ET-1(27). De plus, l’endothélium acquiert un 
phénotype proinflammatoire et prothrombotique caractérisé par une dérégulation des niveaux 
d’expression des molécules d’adhésion et le relargage de plusieurs facteurs solubles (par 
exemple, les cytokines pro-inflammatoires, les facteurs de croissance et les facteurs 
chimiotactiques). Ces dérèglements augmentent alors la perméabilité vasculaire, favorisant 
l’adhésion et la migration des monocytes mais également l’infiltration excessive de LDL dans 
l’intima (26). À ce niveau, les monocytes se différencient en macrophages sous l’action du 
macrophage-colony stimulating factor (M-CSF) et les particules de LDL subissent des 
modifications oxydatives pour former davantage de LDL oxydées (oxLDL) (28). Ces réactions 
d’oxydation jouent un rôle clé dans la progression de l’athérosclérose (29). En effet, les oxLDL 
vont être internalisées par les macrophages via leurs récepteurs éboueurs « scavengers » (SRA : 
Scavenger Receptor A ; CD36), ou même leurs récepteurs Toll-like (TLR) (28). Contrairement au 
LDLR, les récepteurs éboueurs ne subissent pas de rétro-contrôle négatif après l’internalisation 
du cholestérol. Cela étant, les macrophages se retrouvent engorgés de lipides et finissent par 
évoluer en cellules spumeuses « Foam cells » qui s’accumulent dans l’intima et constituent les 
premières lésions d’athérome (30). Quant aux TLR, leur implication dans ce processus induit une 
activation efficace et robuste des macrophages. En réponse à ceci, les macrophages libèrent des 
cytokines proinflammatoires (interleukine 1-β, tumor necrosis factor (TNF)), des espèces réactives 
de l'oxygène (ROS) et des métalloprotéinases qui vont induire la progression de la lésion 
d’athérome (28). Ces médiateurs recrutent d’une part plus de monocytes au site de la lésion et 
d’une autre part induisent la migration et la prolifération des cellules musculaires lisses (CML) de 
la média vers l’intima. Ces dernières contribuent activement à la progression de l’athérosclérose. 
Une fois au niveau de l’intima, les CML se multiplient et sécrètent plusieurs éléments de la matrice 
extracellulaire pour former la chape fibreuse (collagène, élastine, protéoglycane)(31). Elles 
peuvent également internaliser du oxLDL pour acquérir un phénotype de cellules spumeuses 
« macrophage-like » et contribuer au processus inflammatoire (32).La toxicité de l’oxLDL et les 
réactions inflammatoires amplifiées induisent alors la mort des macrophages et des cellules 
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spumeuses qui sont à l’origine du noyau lipidique de la lésion d’athérome. Il est important de 
noter que toutes ces réactions sont accompagnées de libération de vésicules extracellulaires (VEs) 
(33) qui seront abordées dans la section 1.3.  
Pour résumer, la plaque d’athérosclérose débute par une strie lipidique qui évolue 
progressivement en une plaque fibro-lipidique. Ce type de lésion est, comme son nom l’indique, 
formé d’un noyau lipidique isolé de la lumière artérielle par une chape fibreuse riche en CML et 
matrice extracellulaire. Lors de la progression de la lésion, le cœur lipidique s’élargit, mais la 
chape fibreuse peut au contraire s’amincir. La composition de la plaque détermine alors sa 
vulnérabilité et son risque de rupture plutôt que le degré de sténose qu’elle provoque. On parle 
de plaque stable qui est « à faible risque » lorsque la chape fibreuse est suffisamment épaisse 
pour stabiliser la plaque et la protéger de la rupture. À l’inverse, les plaques instables « à haut 
risque » ont un noyau lipidique inflammatoire assez important mais une chape fibreuse très fine. 
Elles sont donc à risque de rupture et de formation d’un thrombus à l’origine d’accident vasculaire 
aigu (angor instable, infarctus du myocarde, accident vasculaire cérébral) (34).  
1.1.3. Biomarqueurs de l’athérosclérose 
Il a été démontré que chez l’adulte, la moitié des accidents cardiovasculaires surviennent chez 
des sujets en apparence sains et ne présentant pas les facteurs de risque traditionnels (35). Par 
conséquent, il apparait opportun de combiner les biomarqueurs de l’athérosclérose avec les 
facteurs de risque traditionnels pour améliorer la stratification du risque cardiovasculaire. 
Puisque l’inflammation est une composante majeure de l’athérosclérose, plusieurs biomarqueurs 
inflammatoires semblent prometteurs pour la prédiction du risque cardiovasculaire (36). 
1.1.3.1. Protéine C-réactive 
La protéine C-réactive (CRP) est une protéine de la phase aiguë de l’inflammation secrétée par le 
foie en réponse aux cytokines tel que l’IL-1β, IL-6 et TNF-α. En présence d’athérosclérose, la CRP 
est libérée en faible quantité d’où l’émergence des techniques de dosage de CRP à haute 
sensibilité (hs-CRP) pour une meilleure détection de ce paramètre (37). Plusieurs études 
prospectives démontrent une relation dose-réponse entre les taux hs-CRP et le risque de MCV. 
Des valeurs seuils de hs-CRP ont ainsi été proposées pour évaluer le risque cardiovasculaire : les 
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sujets ayant des taux de hs-CRP < 1.0 mg/L sont considérés à faible risque de MCV, ceux dont le 
taux de hs-CRP est entre 1.0 et 3.0mg/L sont à risque modéré de MCV et enfin des taux de hs-CRP 
> 3/0 mg/L indique que le sujet est à haut risque de MCV (38). L’augmentation du hs-CRP 
témoigne alors de la présence d’une inflammation à bas bruit mais son manque de spécificité 
rend son interprétation difficile. Son efficacité en pratique courante reste à démontrer (37).  
1.1.3.2. Interleukines 
Les cytokines sont une famille de peptides solubles impliqués dans la signalisation intercellulaire. 
Parmi celles-ci on retrouve les interleukines, un sous-groupe de cytokines qui agit comme 
médiateurs inter-leucocytaires. Elles participent notamment à l’initiation et au maintien de la 
réponse inflammatoire associée à l’athérosclérose (37). Le rôle central de l’IL-6 dans ce processus 
inflammatoire justifie son potentiel en tant que biomarqueur de l’athérosclérose. En effet, l’étude 
de Framingham a révélé une association modeste entre l’IL-6 et la présence d’une lésion 
d’athérome au niveau de la carotide (39). L’étude de cohorte prospective « Health ABC » a 
également démontré que les sujets présentant des taux élevés d’IL-6 étaient 2 à 5 fois plus à 
risque de MCV (40). Son usage en clinique pourrait cependant être limité en raison de la grande 
variabilité interindividuelle de sa concentration plasmatique (41). TNF-α est une autre cytokine 
inflammatoire impliquée dans la pathogenèse de l’athérosclérose. Il a été démontré que le taux 
de TNF-α en circulation prédisait la survenue de MCV ainsi que la mortalité uniquement chez les 
hommes (42). Ce paramètre est cependant plus efficace pour prédire les maladies coronariennes 
en particulier. Une étude a révélé en effet une association entre le taux de TNF-α et la sévérité 
de la maladie coronarienne et ceci de manière indépendante (43). 
1.1.4. Transport inverse du cholestérol  
Comme déjà mentionné, l’accumulation de l’oxLDL dans les macrophages est une étape 
primordiale dans la formation de la plaque d’athérome. Une fois internalisé par les macrophages, 
le cholestérol provenant des LDL s’accumule dans la cellule sous forme libre ou estérifié. En raison 
de la toxicité du cholestérol libre, ces cellules ont développé plusieurs mécanismes de défense 
dont le plus important est le transport inverse du cholestérol (RCT) (44). La première étape du 
RCT fait entrer en jeu des accepteurs de cholestérol tel que l’apoA-I et le HDL, lui-même constitué 
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en grande partie d’apoA-I (45) (Figure 1). Quant au mécanisme d’efflux, il fait appel aux 
transporteurs ABCA1 et ABCG1 et au récepteur SR-B1 exprimés à la surface des macrophages 
(44). Les accepteurs de cholestérol se dirigent ensuite vers la circulation sanguine, 
majoritairement via les vaisseaux lymphatiques.  D’ailleurs, la présence des vaisseaux 
lymphatiques dans l’adventice des vaisseaux a été décrite par Hoggan et al. en 1882 (46) mais ce 
n’est que beaucoup plus tard que leur rôle dans le RCT a été élucidé (47).  Il est désormais accepté 
que les particules de HDL chargées de cholestérol sont captées par les capillaires lymphatiques 
présents dans l’adventice du vaisseau sanguin pour ensuite être propulsées par les vaisseaux 
collecteurs lymphatiques jusqu’à la circulation sanguine. À ce niveau, le HDL sera pris en charge 




Figure 1. Rôle des vaisseaux lymphatiques dans le transport inverse du cholestérol au niveau 
d’une lésion d’athérosclérose.  
Les cellules spumeuses se libèrent du cholestérol en excès via les transporteurs ABCA1 et ABCG1. 
Ce cholestérol sera capté par l’apo A-I, composante majeure de l’HDL. L’HDL naissant progresse 
vers l’adventice où il sera pris en charge par les capillaires lymphatiques. Les contractions des 
vaisseaux collecteurs lymphatiques permettent ensuite le transport de l’HDL jusqu’à la circulation 
sanguine. À ce niveau, la particule d’HDL sera internalisée par les cellules hépatiques et le 
cholestérol excrété. (Adapté de Csányi et al. J. Clin. Med. 2019, 8(4), 495) (48) 
1.2. Le système lymphatique  
Le système lymphatique est composé de vaisseaux initiaux (capillaires) et collecteurs, de 
ganglions lymphatiques et d’organes lymphoïdes, ce qui forme un réseau complexe parcourant 
l’ensemble du corps. Il participe au maintien de l’homéostasie tissulaire en drainant l’excès de 
liquides interstitiels ainsi que leur contenu en protéines et en solutés. Il favorise de plus les 
20 
réactions immunitaires puisqu’il assure le transport des cellules immunitaires jusqu’au ganglion 
lymphatique. Sur le plan nutritif, le système lymphatique est impliqué dans l’absorption des 
lipides alimentaires sous forme de chylomicron au niveau des entérocytes (49). Enfin, tel que déjà 
mentionné, il est désormais reconnu comme un acteur clé du RCT (47). 
1.2.1. Structure et fonction système lymphatique  
Le système lymphatique débute dans des capillaires lymphatiques qui ressemblent à des tubules 
obstrués à l’une de leurs extrémités. Ils sont formés d’une monocouche de cellules endothéliales 
lymphatiques (CEL) et se caractérisent par des jonctions intercellulaires lâches qui permettent 
l’entrée des fluides et des macromolécules à l’origine de la formation de la lymphe (Figure 2A)  
(50). La fonction des capillaires dépend surtout de fibres élastiques appelées filaments d’ancrage 
qui les lient à la matrice extracellulaire. En effet, lors de l’augmentation de la pression 
interstitielle, ces filaments tirent sur les CEL et assurent l’expansion des jonctions et donc la 
résorption accrue du liquide interstitiel (51).  Avec l’entrée des fluides dans les capillaires et la 
diminution de ce gradient de pression, les jonctions se referment empêchant ainsi un flux 
rétrograde dans l’interstitium (52). Les capillaires lymphatiques fusionnent ensuite en un réseau 
de vaisseaux collecteurs lymphatiques qui assurent la progression de la lymphe jusqu’à la 
circulation sanguine. Les CEL des vaisseaux collecteurs lymphatiques sont liées entre elles par des 
jonctions serrées « zipper-like » qui favorisent l’intégrité des vaisseaux et empêchent la fuite de 
lymphe (Figure 2A)(53). Les vaisseaux collecteurs se caractérisent également par la présence 
d’une couche de cellules musculaires lymphatiques et de valves unidirectionnelles. Chaque 
segment de vaisseaux situé entre deux valves constitue une unité de pompage appelée 
lymphangion. Une fois rempli de lymphe, le lymphangion se contracte spontanément grâce aux 
cellules musculaires lymphatiques qui l’entourent et la valve en aval s’ouvre puis se referme pour 
permettre le passage unidirectionnel de la lymphe dans le segment suivant. Ce mécanisme se 
répète tout le long des vaisseaux collecteurs, lymhangion par lymhangion, jusqu’à ce que la 
lymphe rejoigne la circulation sanguine (Figure 2B) (54). La contraction des lymphangions est 
modulée par un ensemble de facteurs physiques (force de cisaillement, la pression transmurale 
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etc.) et biochimiques (NO, agoniste adrénergique et certaines hormones). En plus de ceci, il existe 
plusieurs forces extrinsèques qui favorisent également le transport de la lymphe comme la 
contraction des muscles squelettiques, les mouvements respiratoires ou la pression artérielle 
(55). Tous les facteurs cités ci-dessus vont alors permettre la progression de la lymphe pour 
atteindre le sang au niveau de la veine sous-clavière. Le site de séparation entre les deux 
circulations se caractérise par un agrégat plaquettaire induit par interaction entre la protéine C-
type lectin-like receptor 2 (CLEC-2) présente à la surface des plaquettes et la podoplanine (PDPN) 
à la surface des cellules endothéliales lymphatiques, ce qui résulte en la libération par les 
plaquettes de « bone morphogenetic protein » (BMP-9), protéine inhibant la prolifération et la 
migration des CEL (56).  Dans un modèle de souris déficientes en CLEC-2, on observe d’ailleurs un 
mélange du sang et de la lymphe par absence d’agrégation plaquettaire (57).   
Figure 2. Structure et fonctionnement du système lymphatique.  
(A) Les jonctions au niveau des capillaires lymphatiques sont lâche du type « button-like » alors 
que les vaisseaux collecteurs se caractérisent par des jonctions serrées « zipper-like ». (B) La 
propulsion de la lymphe est assurée par les cycles d’ouverture/fermeture de valves associés à la 
contraction des cellules musculaires lymphatiques. CML : Cellule musculaire lymphatique. 
(Adapté de Schulte-Merker et al. JCB 2011, 193 (4), 607-618) (58) 
1.2.2. Marqueur des cellules endothéliales lymphatiques 
Autre que le CD31 qui est un marqueur pan-endothéliale, les CEL se caractérisent par des 
marqueurs plus spécifiques permettant de les distinguer des cellules endothéliales vasculaires 
(CEV). 
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1.2.2.1. Le récepteur VEGFR-3 
La lymphangiogenèse dépend en grande partie de l’activation du « vascular endothelial growth 
factor receptor 3 » (VEGFR-3) par les facteurs de croissance VEGF-C et VEGF-D. Ces voies de 
signalisation contribuent d’ailleurs à la prolifération, la migration et la survie des CEL (49). 
Contrairement au VEGF-D (59), le VEGF-C est indispensable au développement embryonnaire des 
vaisseaux lymphatiques. En effet, la délétion du gène codant pour le VEGF-C chez la souris 
entraine une létalité embryonnaire par défaut de formation des vaisseaux lymphatiques (60). Il 
est toutefois intéressant de souligner que chez des souris VEGFR-3-/-, il y a aussi une mortalité 
embryonnaire encore plus précoce au cours du développement à cause d’une anomalie 
vasculaire. Ceci s’explique par le fait que le VEGFR-3 est également exprimé par les CEV au stade 
embryonnaire (61). Sa présence est essentielle à la formation du système cardiovasculaire en 
premier, suivie de la formation du système lymphatique (61) (49). Cet ordre est crucial puisque les 
vaisseaux lymphatiques sont formés par bourgeonnement à partir des veines. Il a longtemps été 
décrit que l’expression du VEGFR-3 à l’âge adulte se limitait aux CEL (62) mais les études suggèrent 
que celui-ci est toujours exprimé par les CEV, mais à un nettement moindre degré, (63) et par 
certains macrophages (64).  
1.2.2.2. La podoplanine 
La PDPN est une protéine transmembranaire présente à la surface des CEL (65). Elle n’est pas 
exprimée par les CEV ce qui lui confère un avantage en tant que marqueur lymphatique par 
rapport au VEGFR-3. Elle constitue jusqu’à présent le seul ligand endogène connu du CLEC-2, qui 
est exprimé par les plaquettes mais aussi les cellules dendritiques activées (66). L’interaction de 
ces protéines joue un rôle fondamental dans la séparation des circulations sanguine et 
lymphatique, comme déjà mentionné plus haut (56). Elle contribue de plus à la migration des 
cellules dendritiques jusqu’au nœud lymphatique (66). Même si elle convient à la distinction entre 
CEV et CEL, la PDPN n’est pas un marqueur parfait des lymphatiques puisqu’elle est aussi 
exprimée par d’autres types cellulaires (67) 
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1.2.2.3. LYVE-1 
Le LYVE-1 (Lymphatic vessel endothelial hyaluronan receptor 1) est un récepteur de l’acide 
hyaluronique, composante principale de la matrice extracellulaire. Il est fortement exprimé par 
les capillaires lymphatiques, à l’opposé des vaisseaux collecteurs qui ne l’expriment pas ou alors 
très faiblement (vaisseaux pré-collecteurs)(68). LYVE-1 est également exprimé par les 
macrophages activés (69). Au niveau physiologique, LYVE-1 assure le transport lymphatique de 
l’acide hyaluronique depuis les tissus conjonctifs vers les ganglions lymphatiques où il sera 
dégradé (70). De même, il a récemment été démontré que le LYVE-1 facilite l’entrée des cellules 
dendritiques dans le système lymphatique et leur migration vers les ganglions lymphatiques. 
Cette fonction découle de sa capacité à lier l’acide hyaluronique présent à la surface des cellules 
dendritiques (71). Il faut tout de même souligner que la délétion totale du LYVE-1 n’entraine pas 
une mortalité embryonnaire chez les souris. Ces observations suggèrent que ce récepteur n’a 
probablement pas de rôle clé dans le développement du système lymphatique, contrairement au 
VEGFR-3 (72). 
1.2.3. Dysfonctionnement du système lymphatique  
Le système lymphatique est connu pour participer à l’homéostasie tissulaire, aux réponses 
immunitaires, à l’absorption des lipides alimentaires et au RCT. Il est donc concevable que toutes 
anomalies ou dysfonctions lymphatiques puissent affecter l’une ou l’autre de ses fonctions. Outre 
sa caractérisation dans le lymphœdème primaire et secondaire, la dysfonction lymphatique est 
maintenant associée à des maladies inflammatoires chroniques tel l’athérosclérose (73, 74). Les 
travaux de notre laboratoire ont démontré que dans un modèle de souris prédisposé à 
développer de l’athérosclérose (Ldlr-/- ; hApoB100+/+), il y a une dysfonction lymphatique qui 
précède la formation de la lésion et que cette dysfonction touche principalement la capacité de 
contraction des vaisseaux collecteurs (74). De plus, l’amélioration précoce de la fonction 
lymphatique chez des souris Ldlr-/- grâce au traitement ciblé par du VEGF-C semble moduler 
l’apparition de l’athérosclérose et stabiliser la plaque (75). Toutes ces observations ne font que 
confirmer l’importance du système lymphatique dans l’athérosclérose mais elles restent à être 
vérifiées chez les humains. 
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1.3. Les vésicules extracellulaires  
Les vésicules extracellulaires (VEs) suscitent un intérêt croissant chez les chercheurs depuis plus 
de 50 ans. L’histoire de leur découverte remonte à 1946 lorsque Erwin Chargaff et Randolph West 
démontrent qu’un plasma exempt de plaquettes est toujours capable de coaguler. Ils réussissent 
même à isoler par centrifugation la fraction du plasma qui lui confère cette activité procoagulante 
sans pour autant l’identifier (76). Les travaux de Peter Wolf en 1967 viennent compléter cette 
découverte en caractérisant le contenu de cette fraction. Il montre par microscopie électronique 
que cette fraction est constituée de particules dérivées de plaquettes activées riches en 
phospholipides, qu’il nomme « platelet dust » (77). Avec le temps ce terme a été remplacé par 
microparticules puis par VEs. L’utilisation du terme générique VEs est désormais recommandée 
par la Société Internationale des Vésicules Extracellulaires (ISEV) pour désigner toute particule 
libérée par la cellule qui se caractérise par une bicouche lipidique et l’absence de noyau (78). Il 
est désormais accepté que les VEs sont produites par toutes les cellules de l’organisme. Une fois 
secrétées dans le milieu extracellulaire, elles peuvent interagir avec des cellules voisines ou à 
distance en circulant via les différents fluides. Les VEs se retrouvent dans plusieurs fluides 
biologiques(79) tels que le sang, la salive, l’urine, le lait maternel, la bile, l’ascite, le liquide 
cérébro-spinal et même la lymphe, tel que notre laboratoire l’a décrit  (80). Elles apparaissent 
aujourd’hui comme des médiateurs clés de la communication intercellulaire, mais aussi de 
potentiels biomarqueurs de plusieurs pathologies. Cela s’explique par leur contenu riche en 
protéine, lipide et acide nucléique qui d’une part reflète la composition de la cellule d’origine et 
d’une autre part module l’activité d’autres cellules (81) 
1.3.1. Différents sous-types de vésicules extracellulaires  
Pour prendre compte de la différence de taille et de biogenèse de ces particules, les VEs sont 
classées en trois sous-types soit les exosomes, les microvésicules et les corps apoptotiques (78). 
1.3.1.1. Les exosomes  
Les exosomes sont des vésicules de taille comprise entre 30 et 100nm secrétées par toutes les 
cellules à l’état normal ou pathologique. Leur biogenèse se fait dans les corps multivésiculaires 
(CMV), un type d’endosome produit à la suite de l’invagination de la membrane plasmique. Ces 
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CMV incorporent de manière spécifique des protéines et des lipides destinés soit à être dégradés 
après fusion avec le lysosome soit à être libérés après fusion avec la membrane plasmique. La 
libération du contenu des CMV dans le milieu extracellulaire se fait alors sous forme de vésicules 
appelées exosomes (Figure 3) (79). La biogenèse des exosomes peut être divisées en deux étapes 
clés. La première étape consiste en une réorganisation des protéines à la surface des CMV en de 
microdomaines riches en protéines membranaires dont les tétraspanines (82). La seconde étape 
implique les protéines de la voie « Endosomal sorting complexes required for transport » (ESCRT) 
associées aux protéines Alix et « Tumor susceptibility gene 101 » (TSG101). Cet ensemble 
protéique participent à la formation des futures exosomes dans la lumière des CMV par 
invagination et bourgeonnement de la membrane endosomale (83). Les protéines de la famille 
Rab contribuent aussi à la formation des exosomes en régulant notamment le transport des CMV 
et leur fusion avec la membrane plasmique. L’origine endosomale des exosomes explique en 
quelque sorte leur composition distincte de celle de la membrane cellulaire. Par exemple ils sont 
enrichis en tétraspanines (CD9, CD63 et CD81), Alix et TSG101. Au niveau lipidique, les exosomes 
ont tendance à contenir plus de cholestérol et de sphingomyéline comparés à la membrane 
plasmique (79).   Quant à leur rôle physiologique, certaines études suggèrent que les exosomes 
participent au maintien de l’homéostasie cellulaire (84). En effet, en cas de stress ou d’agression, 
la cellule peut se débarrasser de certaines de ces composantes toxiques en les expédiant vers le 
milieu extracellulaire via les exosomes. Ces exosomes seront ensuite phagocytés ou pourront 
interagir avec les cellules environnantes pour les informer des conditions de stress accrus (84). 
D’ailleurs plusieurs conditions pathologiques tel que les cancers (85) sont accompagnées d’une 
augmentation de la sécrétion d’exosome avec une modification de leur composition d’où leur 
rôle en tant que potentiel biomarqueur. 
1.3.1.2. Les microvésicules 
Les microvésicules sont des particules très hétérogènes en taille (100 à 1000 nm) et en contenu. 
Elles proviennent du bourgeonnement de la membrane plasmique et reflètent par conséquent 
l’état et la nature de la cellule d’origine (Figure 3) (79). À l’état de repos, la répartition des 
phospholipides constituant la membrane est inégale. Par exemple, la phosphatidylsérine (PS) est 
principalement localisée sur le feuillet interne de la bicouche lipidique alors que la 
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phosphatidylcholine se trouve uniquement sur le feuillet externe. Cette asymétrie est maintenue 
par des processus actifs qui dépendent de plusieurs transporteurs (86). En cas de stimulation de 
la cellule, l’augmentation du calcium (Ca2+) intracellulaire module l’activité de ces transporteurs 
ce qui se traduit par une redistribution des phospholipides membranaires. La perte de l’asymétrie 
provoque alors l’externalisation de la PS ainsi que la formation de bourgeons et leur libération 
dans le milieu extracellulaire. C’est ainsi que sont formées les microvésicules qui présentent à 
leur surface la PS externalisée et d’autres marqueurs spécifiques à la cellule d’origine (87). 
Puisque certaines microvésicules ne portent pas de PS, il existe probablement d’autres 
mécanismes qui contribueraient à la biogenèse de ce type de VEs. Toutefois, il est intéressant de 
noter que la PS assure la reconnaissance et l’élimination de ces vésicules par les phagocytes, mais 
elle est aussi capable de lier et d’activer les facteurs de coagulation. Cette dernière caractéristique 
confère aux microvésicules PS+ un potentiel prothrombotique surtout pour celles dérivées de 
plaquettes (88). D’ailleurs en condition normale, les microvésicules secrétées par les plaquettes 
constituent plus de 80 % des microvésicules en circulation (89)  
1.3.1.3. Les corps apoptotiques  
Les corps apoptotiques sont des vésicules de 1 à 5µm libérées par les cellules en apoptose (90). 
Au cours de ce phénomène d’autodestruction, la cellule subit plusieurs modifications 
morphologiques : condensation du cytoplasme et du noyau, fragmentation de l’ADN, 
externalisation de la PS et, enfin, bourgeonnement de la membrane plasmique (blebbing) pour 
aboutir à la dégradation de la cellule et la libération de ces larges vésicules appelées corps 
apoptotiques (Figure 3) (90, 91). Ces derniers renferment une partie du cytoplasme, de l’ARN, de 
l’ADN et des organites intactes dont la mitochondrie (92). Les corps apoptotiques sont libérés 
pour assurer une élimination « propre » du contenu cellulaire à la suite de l’apoptose. En effet, 
ce contenu a un fort potentiel immunogène et son relargage dans le milieu extracellulaire 
induirait des réactions inflammatoires locales. En les emballant dans des vésicules, le contenu de 
la cellule sera éliminé par les macrophages qui reconnaissent la PS exprimée sur les corps 
apoptotiques, évitant ainsi toutes réponses inflammatoires (90). La fonction de ces corps 
apoptotiques ne se limite pas seulement à la clairance des composantes cellulaires puisqu’ils 
participent aussi à la communication intercellulaire. Par exemple dans le cadre de maladie auto-
27 
immune comme le lupus érythémateux, ces corps apoptotiques semblent faciliter le transport 
d’auto-antigène à des cellules présentatrices d’antigènes ce qui favorise les réactions auto-
immunitaires (93).  
 
Figure 3. Biogenèse des différents sous-types de VEs.  
Les exosomes sont formés dans les endosomes et sont libérés après fusion des CMV avec la 
membrane plasmique. Quant aux microvésicules, elles proviennent du bourgeonnement de la 
membrane plasmique. Enfin les corps apoptotiques sont relargués dans l’espace extracellulaire 
par des cellules en apoptose. Toutes les VEs portent des protéines membranaires, des protéines 
cytosoliques et des acides nucléiques, mais la nature de ces composants cellulaires diffère d’un 
sous-type à un autre. CMV : Corps multivésiculaire (Adapté Pollet et al. Biomolecules 2018, 8(3), 
94) (94) 
1.3.2. Étude des vésicules extracellulaires  
Même si la recherche sur les VEs ne cesse de gagner de l’importance, nos connaissances sur ce 
sujet restent très limitées. Leur petite taille, la faible densité antigénique à leur surface et le 
manque de sensibilité des appareils conventionnels sont des exemples de facteurs limitants 
l’étude sur les VEs. L’absence de standardisation des méthodes d’isolation et de caractérisation 
des VEs ralentit davantage l’avancée de nos connaissances sur les VEs. Pour remédier à ce 
problème, plusieurs recommandations ont été mises en place pour servir de base à l’étude des 
VEs, dont celles de l’ISEV (78). Puisque dans le cadre de ce mémoire on s’intéresse aux VEs 
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plasmatiques, je me contenterai de présenter les recommandations spécifiques à ce type de 
manipulation.  
1.3.2.1. Prélèvement sanguin et préparation de l’échantillon 
La maitrise des conditions pré-analytiques est primordiale pour conserver la qualité des 
échantillons et éviter la libération de nouvelles vésicules artéfactuelles (vésiculation). Il est 
recommandé de prélever le sang dans des tubes contenant du citrate comme anticoagulant. 
L’EDTA est connu pour agglutiner les plaquettes et donc produire des VEs et l’héparine n’inhibe 
pas la vésiculation in vitro. Le prélèvement sanguin doit se faire à l’aide d’une aiguille assez large 
pour éviter l’hémolyse et l’activation des plaquettes. Les aiguilles doivent avoir un diamètre de 
21-gauge idéalement. Après la veino-ponction, il est important de jeter les premiers millilitres 
prélevés pour atténuer l’effet de la lésion vasculaire. Quant à la préparation du plasma, elle doit 
viser à éliminer toutes les cellules et doit se faire dans un délai maximal de deux heures pour 
limiter l’activation plaquettaire. La préparation consiste en une série de centrifugations à faible 
vitesse. Puisque les corps apoptotiques (1 à 5µm) sont aussi gros que les plaquettes (≈ 4µm), ils 
ont tendance à être éliminés au cours de cette étape.  Pour une conservation à long terme des 
VEs, le plasma doit être gardé à -80o et décongelé à 37o au moment de l’utilisation. Même si l’idéal 
serait d’analyser les VEs dans un échantillon frais, un seul cycle de congélation/décongélation ne 
semble pas affecter leur qualité (78, 95). 
1.3.2.2. Méthode de purification des VEs 
Bien que le plasma exempt de plaquettes soit théoriquement dépourvu de cellules, sa 
composition reste quand même complexe. En plus de VEs, il contient des protéines, des 
lipoprotéines et divers autres éléments qui peuvent interférer avec l’analyse de ces vésicules.  
C’est pourquoi plusieurs méthodes de purification et de concentration peuvent être utilisées pour 
une meilleure détection et caractérisation des VEs (78). La plus utilisée est la centrifugation 
différentielle qui consiste à précipiter les VEs en fonction de leur taille. Les corps apoptotiques 
sont exclus lors de l’élimination des cellules et des plaquettes par des centrifugations à faible 
vitesse. Par exemple à 3200 x g les plaquettes et corps apoptotiques sédimentent au fond du 
tube. Pour précipiter les VEs de plus petites tailles soit les microvésicules, il faut procéder à des 
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centrifugations d’un minimum entre 10 000 - 20 000 x g. Enfin, l’isolation des exosomes nécessite 
une ultracentrifugation entre 100 000 – 120 000 x g. Cette méthode d’isolation n’est pas sans 
inconvénient. En effet, elle provoque l’agrégation des VEs et ne permet pas l’élimination des 
complexes protéiques, des lipoprotéines et d’autres contaminants (78, 96). D’autres techniques 
fréquemment utilisées sont la filtration, la centrifugation en gradient de densité, 
l’immunocapture ou la chromatographie d'exclusion de taille (78). Chaque méthode comporte 
des avantages et des inconvénients en termes de rendement, durée, niveau de purification ou de 
faisabilité en milieu clinique. Beaucoup d’efforts ont été déployés pour le développement de 
techniques plus efficaces et spécifiques que celles déjà citées. L’une des nouvelles méthodes les 
plus prometteuses est le tri cellulaire induit par fluorescence « Fluorescence-activated cell 
sorting » (FACS) (78). Elle consiste à marquer les VEs avec des anticorps spécifiques couplés à un 
fluorochrome puis à les trier individuellement en fonction de paramètres prédéterminés tel que 
l‘expression antigénique et la taille.  
1.3.2.3. Méthode de caractérisation et de quantification des VEs 
L’ISEV a imposé des prérequis nécessaires pour valider l’isolation et la présence des VEs dans le 
fluide ou tissu étudié (Tableau 1) (78). Il faut d’une part mettre en évidence l’expression par les 
VEs des protéines suivantes : présence d’au moins une protéine membranaire normalement 
présente sur les cellules et d’une protéine d’origine cytosolique. En cas de purification, il faut 
prouver l’absence d’éléments spécifiques à des contaminants qui risquent d’être isolés avec les 
VEs (ApoB ou ApoA pour les lipoprotéines, albumine etc.). D’une autre part, il est nécessaire 
d’utiliser au moins une technique pour visualiser les VEs et une autre pour évaluer les critères 
morphologiques, biophysiques ou biochimiques des VEs (78). La microscopie électronique fournit 
une preuve directe de la présence des VEs et permet de déterminer leur taille et morphologie. De 
nouvelles technologies ont été développées pour l’évaluation simultanée de la taille et de la 
concentration des VEs dans un échantillon.  Il s’agit notamment du « nanoparticle tracking 
analysis » (NTA) et du « tunable resistive pulse sensing » (TRPS). Le NTA est fondé sur l’analyse de 
la lumière diffusée et du mouvement brownien de chaque particule. Le mouvement brownien se 
définit comme suit : toute particule en suspension dans un fluide est constamment en 
mouvement, mais la vitesse de ce mouvement dépend de la taille de cette particule. Ainsi plus la 
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particule ou la VE est petite, plus son mouvement est vif. En ce qui concerne le TRPS, cette 
technologie se base sur la mesure de la résistance provoquée par le passage individuel des VEs à 
travers un pore (96).   
La cytométrie en flux reste la méthode la plus utilisée pour la caractérisation quantitative et 
qualitative des VEs. La cytométrie en flux consiste à faire défiler des cellules ou des particules en 
suspension à travers un faisceau lumineux. La caractérisation de ces particules dépend de leur 
capacité à difracter la lumière incidente et à émettre de la fluorescence. Elle repose plus 
spécifiquement sur les paramètres suivants : la granularité relative ou la diffusion latérale « side 
scatter » (SSC), la taille relative ou la diffusion vers l’avant « forward scatter» (FSC) et l’intensité 
de la fluorescence (97). L’ajout de marqueurs fluorescents qui pourront se lier aux particules en 
suspension apporte des informations supplémentaires sur la nature de celles-ci. L’étude des VEs 
par cytométrie en flux n’a pas toujours été possible. En effet, les cytomètres conventionnels sont 
habituellement très peu sensibles et permet au mieux la détection de VEs de taille supérieure à 
500nm. En revanche, les avancées technologiques des dernières années ont réussi à réduire le 
seuil de détection et le bruit de fond de ces appareils. On peut désormais détecter des VEs aussi 
petites que 100 nm (96). Cette nette amélioration de la performance des cytomètres s’explique 
en partie par une meilleure manipulation de leurs paramètres de configuration. Bien que le FSC 
soit un indicateur de la taille des cellules, le SSC semble mieux adapter pour l’évaluation de la 
taille des VEs vu leur faible diamètre (97). Une autre variante serait de détecter le SSC en 
appliquant un laser de plus faible longueur d’onde que l’original soit le laser violet (405 nm) au 
lieu du laser bleu (488 nm). On parle alors de la détection du « violet-SSC » ou V-SSC. C’est 
d’ailleurs la configuration adoptée dans notre étude et qui sera détaillé par la suite (98). De plus, 
l’utilisation de billes micrométriques de référence pour la calibration de l’appareil, l’estimation 
de la taille et la quantification des VEs facilite l’analyse de ces nano vésicules tout en réduisant la 
variabilité inter laboratoire (99). De façon générale, la détection des VEs par cytométrie en flux 
repose sur la taille des évènements détectés et leur fluorescence. Cette fluorescence provient 
d’un marqueur général des VEs et de marqueurs spécifiques aux sous-types cellulaires (Tableau 
2). En plus des marqueurs de surfaces, des colorants fluorescents tels que la calcéine et le 
carboxyfluorescéine ester diacétate de succinimidyle (CFSE) sont très utilisés pour marquer la 
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totalité des VEs. Ces molécules non-fluorescentes à la base vont diffuser à l’intérieur des VEs où 
elles seront clivées par des enzymes endogènes les rendant fluorescentes et imperméables.  En 
théorie, elles permettent de révéler les VEs intactes (78).  
Tableau 1 : Exigences relatives à la caractérisation des VEs selon les recommandations de l’ISEV 
2018 (non exhaustives) 
Catégorie des protéines à analyser Technique à utiliser 
Protéine ou GP associée à la 
membrane cellulaire ou de 
l’endosome 
Protéine cytosolique 
retrouvée dans les VEs 
Composante principale de 
structure isolée avec les VEs 
Non spécifique à un tissu : 
Tétraspanines (CD63, CD81, etc.) 
CMH classe I 
Intégrine 
Spécifique à un tissu/cellule : 
CD31 (CE), CD235a (GR), CD41 ou 





Flottiline 1 -2 
Cavéoline 
Heat shock proteins (HSP) 
Lipoprotéines (Apo A ou ApoB) 
Albumine 
Protéine ribosomale 
Agrégats d’acide nucléique 
Au moins une technique 
de chaque catégorie 
▪ Technique d’imagerie :  
EM, cryo-EM etc. 
▪ Analyse de particules :  
Cytométrie en flux, 
NTA, TRPS etc. 
GP : Glycoprotéine ; VEs : Vésicules extracellulaires ; CMH : Complexe majeur d’histocompatibilité ; CE : Cellule endothéliale ; GR : Globule 
rouge ; PLT : plaquette ; Apo : Apolipoprotéine ; EM : microscopie électronique ; NTA : Nanoparticle tracking analysis ; TRPS : tunable 
resistive pulse sensing  
1.3.3. Vésicules extracellulaires et athérosclérose 
Les plaques d’athérome sont le siège d’activation et de mort cellulaire excessives. Ces réactions 
exagérées se traduisent par une libération et une accumulation de VEs dans la plaque. Loin d’être 
inertes, ces VEs participent activement au développement de l’athérosclérose formant ainsi un 
véritable cercle vicieux.   
1.3.3.1. VEs dérivées de plaquettes 
Plus de 80 % des VEs présentes dans la circulation sanguine sont d’origine plaquettaire (89). 
L’expression des marqueurs plaquettaires par les VEs PLT varient en fonction de l’état de la cellule 
d’origine au moment de la libération. En effet, toutes les VEs dérivées des plaquettes expriment 
les marqueurs constitutifs de ce type cellulaire (CD41, CD42b, CD61 ou CLEC-2), mais seulement 
celles qui sont secrétées par des plaquettes activées portent à leur surface des marqueurs 
d’activation plaquettaire (CD62p et CD63) (100, 101). Les VEs PLT présentent également à leur 
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surface d’autres protéines telles que le facteur de von Willebrand (vWF) et CD31. Cependant, ces 
protéines ne sont pas exclusives aux plaquettes (102). Les VEs de PLT participent à la progression 
de l’athérosclérose dès ses premiers stades. En cas de lésion ou dysfonction endothéliale, il y a 
activation puis agrégation plaquettaire accompagnée de la libération de VEs PLT au niveau de 
l’endothélium endommagé. Ces VEs induisent l’apoptose des cellules endothéliales en leur 
transférant la caspace-3, enzyme associée à la mort cellulaire, ce qui altère la perméabilité 
vasculaire et favorise l’infiltration de l’oxLDL(103, 104). De plus, il a été démontré que les VEs PLT 
facilitent l’adhésion des monocytes à l’endothélium en augmentant l’expression des molécules 
d’adhésion par les cellules endothéliales (105). Ils contribuent également à la prolifération des 
CML (106). Les VEs PLT sont surtout reconnues pour leur activité pro-coagulante qui est 50 à 100 
% supérieure à celle des plaquettes activées(107). Ce fort potentiel thrombotique est lié à 
l’expression de la PS et du facteur tissulaire (FT) par ces vésicules (108). Les VEs PLT semblent être 
associées à une forte incidence d’évènements thrombotiques et d’athérosclérose puisque les 
concentrations de VEs PLT en circulation sont corrélées à l’activation plaquettaire (109). De plus, 
les taux de VEs PLT sont augmentés de façon significative chez les sujets présentant des facteurs 
de risque de MCV dont l’HTA, le diabète, la dyslipidémie et l’obésité (102). 
1.3.3.2. VEs dérivées des globules rouges 
Les globules rouges ont une durée de vie de 120 jours durant laquelle ils perdent environ 20 % de 
leur volume par émission de VEs. Ce phénomène de vésiculation s’avère utile pour l’élimination 
d’agents nocifs, comme l’hémoglobine (Hb) dénaturée, qui risquent de s’accumuler dans les 
globules rouges (110). Les VEs dérivées de globules rouges (VEs GR) sont identifiées par un 
marqueur de membrane appelé la glycophorine A ou CD235a, exclusif aux globules rouges (111). 
Elles favorisent le développement de l’athérosclérose par plusieurs mécanismes. Des études 
faites sur des unités de sang stockées ont démontré que les VEs GR transportent une grande 
quantité d’Hb libre capable de séquestrer le NO (112). En inhibant les fonctions antiathérogènes 
du NO, les VEs GR contribuent alors à l’installation d’une dysfonction endothéliale, étape clé de 
l’athérosclérose (26, 112). De plus, les VEs GR participent à l’équilibre du système de coagulation. 
Elles présentent d’un côté des activités fibrinolytiques in vitro en favorisant l’activation du 
plasminogène, acteur final de la fibrinolyse (113). D’un autre côté, elles sont connues pour 
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déclencher la formation de thrombine grâce à l’expression de la PS et du FT et par activation du 
facteur XII qui initie la voie intrinsèque de la coagulation (108). Les taux de VEs GR en circulation 
sont augmentés dans les pathologies qui affectent directement les globules rouges (paludisme, 
drépanocytose etc.) mais également en cas de dyslipidémie (114) (115). 
1.3.3.3. VEs dérivées de cellule endothéliale   
Les cellules endothéliales libèrent des VEs en réponse à un stimulus apoptotique ou une 
activation cellulaire. De ce fait, elles constituent un marqueur émergent de la dysfonction 
endothéliale (116). Elles sont difficiles à détecter dans la circulation sanguine parce qu’elles sont 
peu abondantes et expriment très faiblement les marqueurs endothéliaux. Le CD144 (aussi 
appelé VE-cadhérine) est un exemple de marqueur très spécifique des VEs dérivées des cellules 
endothéliales (VEs CE) mais sa faible sensibilité entrave son utilisation optimale (97). La molécule 
d’adhésion E-selectine ou CD62e est très utilisée pour la détection des VEs CE vu sa grande 
spécificité, mais son expression se limite aux vésicules libérées par des cellules activées. D’autres 
marqueurs endothéliaux tel que le CD31 ou le CD105 ne sont pas exclusifs aux VEs CE. Face à ces 
contraintes, plusieurs stratégies ont été proposées pour la détection des VEs CE : la combinaison 
de deux marqueurs endothéliaux pour améliorer la sensibilité (CD144+CD105+ ; CD146+CD105+) 
ou l’association d’un marqueur endothélial peu spécifique à un marqueur non endothélial pour 
augmenter la spécificité (CD31+/CD41- ; CD31+/CD42b- ; CD105+/CD45-) (97).  Des études 
démontrent que les conditions connues pour altérer la paroi vasculaire provoquent une 
augmentation du taux de VEs CE en circulation à citer l’athérosclérose, la dyslipidémie, le diabète 
et l’obésité (117). Une étude prospective effectuée sur 350 patients confirme que les VEs CE 
(CD144+) sont des prédicteurs indépendants de la survenue d’évènements cardiovasculaires chez 
les sujets à haut risque (118). Mis à part leur rôle dans la prédiction des MCV, les VEs CE 
participent à la progression de l’athérosclérose. Certaines de ces vésicules renferment des MMP 
qui vont dégrader la matrice extracellulaire et favoriser la migration des CML pour aboutir à la 
formation de la chape fibreuse (119). Elles réduisent de plus la production de NO par les cellules 
endothéliales et augmentent le stress oxydatif (120). 
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1.3.3.4. VEs dérivées des leucocytes 
Une grande majorité des VEs retrouvées dans la plaque d’athérosclérose sont dérivées de 
leucocytes et en particulier de macrophages mais cette tendance ne s’observe pas dans la 
circulation sanguine. En effet, les VEs dérivées des leucocytes (VEs Leuco) sont rares en circulation 
et difficilement détectables (121). Le marqueur pan-leucocytaire CD45, est régulièrement utilisé 
pour l’identification des VEs Leuco, mais sa faible expression affecte sa sensibilité (97). Pour 
l’étude des sous-populations des VEs Leuco, d’autres marqueurs sont associés au CD45. Par 
exemple celles dérivées des monocytes sont normalement définies comme étant CD45+ CD14+. 
Les VEs produites par les lymphocytes T sont CD45+ CD3+ et celles produites par les lymphocytes 
B sont CD45+ CD19+ (122). Dans l’athérosclérose, les VEs Leuco stimulent la sécrétion de cytokines 
proinflammatoires et l’expression des molécules d’adhésion par les cellules endothéliales (123). 
L’augmentation de la concentration plasmatique des VEs Leuco indique la présence 
d’athérosclérose et de réactions immunitaires massives qui l’accompagne. La quantification des 
sous-populations de VEs Leuco peut s’avérer tout aussi intéressante et utile. En effet, des études 
montrent que le taux de VEs CD45+CD3+ semblent prédire la survenue d’événements 
cardiovasculaires (120). Au niveau fonctionnel, les VEs dérivées des lymphocytes T sont capables 
d’activer les monocytes pour produire des cytokines. Quant aux VEs produites par les monocytes, 
elles expriment le FT à leur surface, activant ainsi la cascade coagulation (123). 
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VEs : vésicules extracellulaires ; PLT : plaquette ; GR : globule rouge ; CE : cellule endothéliale ; Leuco : Leucocyte ; 
NO : oxyde nitrique ; ROS : espèce réactive de l’oxygène 
Tableau 2 : Rôle des différents sous-types de vésicules extracellulaires dans l'athérosclérose 
1.3.4. Vésicules extracellulaires dans la lymphe 
Une fois libérées dans l’espace extracellulaire, les VEs se retrouvent dans les différents fluides 
biologiques. Elles sont notamment présentes dans la lymphe comme nous l’avons déjà démontré, 
et à des taux plus élevés en cas d’athérosclérose (80). Les VEs sont même capables d’interagir 
avec les CEL. En effet, des tests cellulaires effectués dans notre laboratoire prouvent que les VEs 
GR et VEs PLT sont rapidement internalisées par les CEL (Figure 4A-B). Nous avons aussi prouvé 
que les VEs GR induisent une augmentation de la production de ROS par les CEL alors que les VEs 
PLT, au contraire, réduisent le stress oxydatif (Figure 4C)(124). Ces observations suggèrent que 
les VEs PLT ont un effet protecteur sur l’endothélium lymphatique, contrairement aux VEs GR.  
Origine cellulaire 
des VEs 
Marqueur  Rôle dans l’athérosclérose Référence 
Constitutive Activation 
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Figure 4.  Les VEs de plaquettes et de globules rouges interagissent avec les cellules 
endothéliales lymphatiques. 
(A)Images de CEL seules (à droite) ou incubées pendant 16 heures avec des VEs GR (à gauche), 
obtenues au microscope à fluorescence (Bleu : Dapi ; Rouge : VEs). (B) Cinétique d’internalisation 
des VEs GR (à droite) et VEs PLT (à gauche) marquées au CellVue par les CEL.  Les cellules ont été 
analysées par cytométrie en flux (BD, FACSCelesta) et les résultats sont exprimés par moyenne 
d’intensité de fluorescence du CellVue. (C) Quantification de la production de ROS par les CEL en 
présence de VEs GR (à gauche) ou VEs PLT (à droite) par marquage avec le CMH2DCF-DA (2’-7’-
dichlorodihydrofluorescein diacétate) ; ** p<0,01.  
Contrôl
e 
Incubation avec VEs GR 
VEs GR  LEC(DAPI) 




































VEs GR VEs PLT 
37 
Chapitre 2 : Hypothèse et objectif de l’étude 
2.1. Résumé des connaissances sur le sujet 
▪ L’athérosclérose est une condition inflammatoire chronique caractérisée par l’accumulation 
de cholestérol dans la paroi des vaisseaux sanguins et une réaction immunitaire exacerbée. 
▪ Les facteurs de risque traditionnels sont : âge, sexe, histoire familiale de MCV prématurée, 
diabète, HTA, dyslipidémie, tabagisme, obésité et sédentarité. 
▪ Le système lymphatique participe à la mobilisation du cholestérol hors de la lésion 
d’athérome et à son transport jusqu’au système sanguin pour être éliminé par le foie.  
▪ Les études chez la souris prouvent que la dysfonction lymphatique précède le 
développement de l’athérosclérose et que cette dysfonction touche a priori la capacité de 
propulsion des vaisseaux collecteurs. 
▪ Les mécanismes à l’origine de cette dysfonction ne sont toujours pas élucidés, mais il est 
fort probable que des constituants de la lymphe puissent affecter la capacité de transport 
des vaisseaux lymphatiques. 
▪ Les vésicules extracellulaires (VEs) sont des particules libérées par la cellule qui se 
caractérisent par une bicouche lipidique et l’absence de noyau. Elles sont considérées 
comme biomarqueur potentiel de plusieurs pathologies comme l’athérosclérose et 
participe même à leurs progressions. 
▪ Les VEs sont présentes dans la lymphe et leurs concentrations sont augmentées en 
condition d’athérosclérose.  
▪ Les VEs interagissent avec l’endothélium lymphatique et provoquent des effets différentiels 
en fonction de leur origine cellulaire. En effet, les VEs dérivées des globules rouges sont  





2.2. Hypothèse et objectifs de l’étude 
Nous avons émis l’hypothèse que les VEs contribuent à la dysfonction lymphatique reliée à 
l’athérosclérose. Dans l’objectif de traduire nos découvertes fondamentales en applications 
cliniques au bénéfice des patients, nous avons mis en place un projet translationnel qui vise à 
étudier cette hypothèse. Ce projet a pour objectif de confirmer la présence d’une dysfonction 
lymphatique chez les humains avant même l’apparition de l’athérosclérose et d’évaluer le 
potentiel des VEs plasmatiques en tant que biomarqueurs précoces de cette dysfonction. Par 
conséquent, nous avons inclus dans notre étude deux groupes de sujets sains qui se distinguent 
par leur risque de développer l’athérosclérose. Ainsi nous avons sélectionné des sujets sains qui 
présentent ou non une histoire familiale de MCV prématurée chez un parent du premier degré, 
puisque ce facteur de risque augmente les chances de survenue de MCV de 60 à 75 % chez des 
individus, même en apparence sains.  Le suivi de ces patients se fera ultimement pendant cinq (5) 
ans. Il était important de s’assurer que tous les participants ne présentent pas de maladies 
métaboliques qui risquent d’altérer les paramètres à étudier. Afin de répondre à notre objectif 
global, nous avons élaboré les quatre (4) sous-objectifs suivants : 
- Effectuer le dosage de biomarqueurs dit ‘’classiques’’ en clinique associés à 
l’athérosclérose dans le sérum des sujets 
- Optimiser un protocole pour la détection des VEs afin de quantifier les VEs plasmatiques 
- Mettre au point une méthode d’imagerie de la fonction lymphatique par proche 
infrarouge et analyser des paramètres de contraction des vaisseaux lymphatiques 
- Identifier les effets différentiels des VEs plasmatiques isolées de chaque groupe de patient 
sur une couche de cellules endothéliales en culture.  
La comparaison de ces paramètres entre les deux groupes permettra de vérifier s’il existe un profil 
de VEs permettant de discriminer les sujets qui ont un risque plus élevé de MCV ainsi que 
d’évaluer le rôle de la dysfonction lymphatique dans le développement de l’athérosclérose. 
Ultimement, ces paramètres seront associés au risque polygénique de développer une maladie 
cardiovasculaire. Les résultats présentés dans ce mémoire sont préliminaires et reflètent les 
données recueillies pour la première année de l’étude. 
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Chapitre 3 : Matériel et méthodes 
3.1. Recrutement des participants  
Cette étude est menée au Centre de recherche de l’Institut de Cardiologie de Montréal (ICM). Elle 
fait partie d’un protocole qui a été approuvé par le comité éthique de l’ICM et se déroule 
conformément aux principes de la Déclaration d’Helsinki. Les participants recrutés sont des sujets 
sains, âgées entre 18 et 60 ans. Ils ont été sélectionnés selon des critères d’inclusions et 
d’exclusions strictes afin de garantir la validité des résultats (Tableau 3). Le critère d’inclusion 
principal est l’absence de maladie coronarienne prouvée par une mesure du score calcique, une 
angiographie coronarienne ou par scintigraphie de perfusion myocardique. Les critères 
d’inclusion comportent toutes conditions connues pour altérer la fonction lymphatique et/ou le 
taux de VEs en circulation (125, 126). Les sujets qui répondent à ces exigences sont ensuite 
assignés à l’un des deux groupes de l’étude selon la présence ou l’absence d’histoire familiale de 
MCV prématurées chez un parent du 1er degré (avant l’âge de 55 ans chez le père ou avant 65 ans 
chez la mère). Ces groupes seront désignés de la façon suivante : groupe contrôle ou CTRL (sans 
antécédent familiaux de MCV) et groupe ATCD (groupe avec antécédent familiaux de MCV). 
L’objectif est de recruter 30 patients pour le groupe CTRL et 20 patients pour le groupe ATCD. Les 










‡ Prouvée par mesure du score calcique, angiographie coronarienne ou scintigraphie de perfusion myocardique 
† Maladie cardiovasculaire chez un parent du 1er degré (Père < 55ans ; Mère < 65ans) 
*Condition causée par une anomalie ou une destruction du système lymphatique résultant en une accumulation de 
fluide riche en protéine et le gonflement des membres (73) 
**Pour prévenir les réactions allergiques au vert indocyanine (ICG)(127, 128) 
Tableau 3 : Critères d’inclusion et d’exclusion de l’étude 
3.2. Déroulement de l’étude 
L’étude s’étend sur une période de 5 ans durant laquelle les participants devront se présenter 
pour des visites annuelles.  Après avoir recueilli le consentement éclairé du sujet, chaque visite 
comporte un examen et un questionnaire médical, un prélèvement sanguin et une imagerie de la 
fonction lymphatique. Le questionnaire médical contient des questions sur les antécédents 
médicaux, l’histoire familiale et la prise de médicaments.  
3.3. Préparation des échantillons 
Le sang est prélevé à partir de la veine antécubitale dans des tubes pour sérum ou des tubes 
contenant du citrate de sodium 3.2 % ou 1.8 mg/mL K2EDTA, grâce à des aiguilles 21 gauges. 
 Groupe CTRL Groupe ATCD 
Critères 
d’inclusion 
Absence de preuve de maladie 
coronarienne‡ 
 
Absence d’antécédents familiaux de 
MCV prématurées†  
 
Absence de preuve de maladie 
coronarienne‡ 
 
Présence d’antécédents familiaux 




• Lymphœdème* primaire ou secondaire 
• Histoire de maladie vasculaire artérielle ou veineuse 
• Insuffisance rénale 
• Insuffisance cardiaque et/ou fraction d'éjection ventriculaire gauche ≤ 
40% 
• Tabagisme dans les 10 dernières années 
• Hypertension artérielle définit par une pression artérielle systolique 
≥140 mmHg et/ou diastolique ≥ 90 mmHg et/ou traitement anti-
hypertenseur 
• Diabète mellitus (type 1 ou 2) 
• Hypercholestérolémie définit par des taux LDL-C > 3,5 mmol/L et/ou 
traitement hypolipémiant) 
• Allergie à l’iode ou aux poissons/fruits de mer** 
41 
Conformément aux recommandations de l’ISEV, les premiers millilitres prélevés sont toujours 
éliminés et les échantillons sont centrifugés dans un délai maximal de 2 heures après le 
prélèvement. Les tubes citratés destinés à l’étude des VEs sont acheminés sur glace et sont 
centrifugés en deux temps pour obtenir du plasma sans plaquettes « platelet-free plasma » (PFP). 
La première centrifugation se fait à 2500g pendant 20 minutes pour éliminer les cellules 
sanguines. Le surnageant est ensuite récupéré et centrifugé de nouveau à 3200g durant 5 minutes 
afin de précipiter les plaquettes et cellules résiduelles. Le PFP (surnageant) ainsi obtenu est 
transféré dans un second tube en s’assurant de ne pas récupérer le culot (Figure 4). Pour 
l’isolation du sérum, les tubes sont incubés à température ambiante pendant 30 minutes, le 
temps que le sang coagule totalement. Ces tubes sont ensuite centrifugés à 1800g pendant 15 
minutes. Le sérum et le PFP sont aliquotés et conservés à -80oC. Au besoin, les échantillons sont 
décongelés à 37oC directement avant de procéder à l’analyse. Toutes les centrifugations sont 
faites à 4oC, sans freins. 
3.4. Stratégie de marquage des VEs dans le plasma  
3.4.1. Panel des anticorps  
Les anticorps utilisés proviennent de BD Biosciences (San Jose, CA, USA) : CD45-V500 (clone HI30, 
#560777), CD235a-BV736 (clone GA-R2 (HIR2), #740984), CD16 PerCP-Cy5.5 (clone 3G8, 
#560717), CD31 APC-Cy7 (clone WM59, #563653), CD41a APC (clone HIP8, #561852), CD19 AF700 
(clone HIB19, #561031), CMHI-BV650 (clone G46-2.6, #740581), CMHI-PE (clone G46-2.6, 
#555553) et Annexine V BV650 (#563974) ; de BioLegend (San Diego, CA, USA) : CD3 APC (clone 
UCHT1, #300411), CLEC-2 APC (clone AYP1, #372005) , CD41 PerCP-Cy5.5 (clone HIP8, #133917),  
Podoplanine PerCP-Cy5.5 (clone NC-08, #337011), VEGFR-3 PE (clone 9D9F9, #356203),  CD14 
V650 (clone M5E2, #301835) ; et LYVE-1 APC (Polyclonale, #PA5-22782, Thermo Scientific , 
Waltham, MA, USA). La concentration des anticorps a été déterminée par des essais de titration 
en privilégiant les concentrations qui garantissent le meilleur signal/bruit. La stratégie de 
marquage des différentes sous-populations des VEs en circulations est résumée dans la Figure 5. 
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Figure 5. Stratégie de marquage des sous-populations de VEs. 
CMH-I : Complexe majeur d’histocompatibilité ; VEs : vésicules extracellulaires ; GR : globule rouge ; PLT : plaquette ; 
CPM : cellule progénitrice myéloïde ; Ly : Lymphocyte ; CEL : cellule endothéliale lymphatique ; CEV : cellule 
endothéliale vasculaire  
3.4.2. Marquages des VEs  
L’analyse des VEs par cytométrie en flux nécessite de très faible volume de plasma marqué pour 
éviter le « swarm effect ». Cet effet est observé lorsque plusieurs vésicules sont ciblées en même 
temps par le faisceau lumineux et sont alors comptées comme un seul évènement/une seule VE 
(129). Le volume idéal à marquer est déterminé par des essais de dilutions du plasma.  Les tests 
effectués dans notre laboratoire suggèrent qu’un volume de 10µL de PFP permet d’avoir un bon 
signal tout en évitant le « swarm effect ». Ces 10µL de PFP sont incubés pendant 30 minutes à 
37oC à l’abri de la lumière avec 1µM CFSE (Thermo Scientific, Waltham, MA, USA) et l’un des 
quatre mélanges d’anticorps. Chaque mélange d’anticorps est dirigé contre des sous-populations 
de VEs en particulier et filtré (0,22µm) avant d’être ajouté au PFP. Il s’agit d’une filtration par 
centrifugation (Ultrafree-MC Centrifugal Filter #UFC30GV00, Millipore sigma, Burlington, MA, 
USA) à 10 000g pendant 1 minute pour éliminer les agrégats d’anticorps (130).  Le marquage se 
fait dans un volume total de 200µL d’une solution tampon Annexine V (AV buffer) filtrée (0,45µm) 
(10 mM Hepes pH 7.4, 140 mM NaCl, et 2.5 mM CaCl2) contenant 10 µM D-Phe-Pro-Arg-
chloromethylketone (PPACK)(Cayman Chemical, Ann Arbor, MI, USA) qui est un anticoagulant. 
L’AV buffer assure un apport de calcium nécessaire pour la fixation de l’Annexine V à la PS 
exprimée par les VEs mais peut induire la coagulation de l’échantillon d’où l’ajout du PPACK. À la 
fin de l’incubation, la réaction est arrêtée en ajoutant 200µL d’AV buffer aux échantillons, qui sont 
ensuite conservés sur glace et à l’obscurité en attendant d’être analysés. Pour la quantification 
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des VEs, 5µL de billes de comptage (CB) (MP-Count Beads, suspension de billes fluorescentes en 
PE de 3µm de diamètre, #7804, Biocytex, Marseille, France), sont ajoutées à chaque tube juste 
avant l’acquisition. 
3.4.3. Les tubes contrôles  
Pour confirmer l’origine vésiculaire des événements détectés, certains échantillons sont traités 
avec 0,05 % de Triton X-100 après l’arrêt de la réaction et incubés pendant 30 minutes à 
température pièce. Le Triton X-100 est un détergent connu pour solubiliser les VEs et sert de 
contrôle. La spécificité du marquage et le choix des voltages ont été évalués grâce aux contrôles 
suivants : 
- Contrôles négatifs non marqués « unstained » pour détecter l’auto-fluorescence de 
l’échantillon 
- Mélanges d’anticorps seulement (non incubés avec du PFP), pour éliminer la contamination 
par le bruit de fond. 
- PFP marqué avec un seul anticorps « single stain » qui permet d’ajuster les voltages et 
d’appliquer les bonnes compensations.  
- « Fluorescence minus one » (FMO) consiste à marquer le PFP avec tous les anticorps du 
mélange sauf un seul. Cette technique permet de vérifier la spécificité du marquage et de 
distinguer les populations positives et négatives pour ce marqueur. 
3.5. Configuration du cytomètre en flux 
Toutes les acquisitions sont faites sur un BD FACSCelesta (BD Biosciences, San Jose, CA, USA) muni 
de 3 lasers : le laser bleu 20mW (488nm), le laser rouge 40mW (640nm) et le laser violet 50mW 
(405nm).  Il a une configuration BVR12 (4 Bleu/3 Rouge/5 Violet) ce qui lui confère la capacité 
d’analyser jusqu’à 12 paramètres/couleurs en même temps. Le détecteur du FSC (diffusion vers 
l’avant) est une photodiode avec un filtre passe-bande de 488/10 alors que le détecteur du SSC, 
à l’état basal, (diffusion latérale) est un photomultiplicateur (PMT) avec un filtre passe-bande 
488/10. L’appareil est calibré au début de chaque analyse avec des billes « Cytometer Setup & 
Tracking » (CST) (BD FACSDiva CS&T Research Beads, BD Biosciences) dans ces conditions. Par 
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contre, pour l’analyse des VEs, le filtre passe-bande 450/40 (BV421 du laser violet) est 
manuellement remplacé, après la calibration par les CST, par un filtre passe-bande 405/10 de 1 
mm d’épaisseur pulvérisé par magnétron (Chroma Technology, Bellows Falls, VT, USA) (Figure 5). 
Ce changement de filtre permet de détecter le SSC en utilisant le laser violet à la place du laser 
bleu, ce qui confère une meilleure résolution pour la détection de la granularité de ces petites 
particules. Ce paramètre sera désigné par V-SSC (violet-SSC) pour la suite du mémoire. Le signal 
induit par le passage d’une cellule devant le faisceau lumineux se présente sous forme d’un pic 
caractérisé par sa hauteur (-H), sa largeur (-W) et son aire (-A). Les paramètres sont normalement 
représentés en -A pour les cellules. Vu la taille réduite des VEs et leur faible intensité de 
fluorescence, les histogrammes et les graphiques en nuage « dot plot » sont affichés en fonction 
de la hauteur du pic (indiquée par -H) pour permettre une détection optimale du signal. 
Un mélange de billes de silice non fluorescentes (180, 240, 300, 590, 880, et 1300 nm) et de billes 
de latex fluorescentes en FITC (110 et 500 nm) appelé Apogee Mix (#1493, Apogee Flow Systems, 
Hemel Hempstead, UK) permet l’optimisation des signaux de fluorescence et la standardisation 
des résultats pour l’étude des VEs. Les voltages du PMT sont maintenus tout au long des analyses 
après avoir été ajustés au départ à l’aide des contrôles déjà cités. Le seuil de détection ou 
« treshold » est réglé à la plus faible valeur possible soit 200V. Il définit le plus faible niveau de 
FSC pour qu’une particule soit détectée et acquise par le cytomètre. Au moment de l’analyse des 
VEs, le débit d’acquisition est réglé au plus faible, 12µL/minutes pour éviter le « swarm effect » 
ce qui assure une vitesse d’acquisition ne dépassant pas les 1000 évènements/seconde. La durée 
d’acquisition varie en fonction de l’abondance des VEs analysées dans la circulation. Pour 
l’analyse des VEs GR et PLT, VEs les plus abondantes en circulation, l’acquisition se fait pendant 2 
minutes. Quant aux VEs de leuco et VEs de CE, la durée d’acquisition est de 3 et 4 minutes, 
respectivement.  
3.6. Analyse des vésicules extracellulaires  
À la fin de l’acquisition, les fichiers FCS3.1 sont exportés et analysés sur FlowJo v10.5 (Flowjo, 
Ashland, OR, USA) (Figure 6). Les spectres d’émission des divers fluorochromes ont tendance à se 
chevaucher à des degrés variables ce qui affecte la précision des résultats. Par exemple, un signal 
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FITC peut être détecté dans le canal PE et vice versa. Les fuites optiques de fluorescence dans le 
mauvais canal sont alors corrigées par les matrices de compensation. Pour chaque mélange 
d’anticorps, un modèle de fichier d’analyse et de matrice de compensation ont été créé pour la 
standardisation de l’analyse des VEs d’un échantillon à un autre. Le nombre absolu de VEs dans 
le PFP est calculé en fonction de la formule suivante (131):  
VEs/mL= (
# d’évènements dans la région d’intérêt de VEs
# d′évènements dans la région d’intérêt CB
) × (
# total de billes dans échantillon
Volume échantillon
) × Facteur de dilution × 1000  
Pour chaque région d’intérêt, le nombre d’évènements détectés dans l’échantillon contenant 
uniquement les anticorps (background) est soustrait des valeurs obtenues avec les échantillons 
de PFP.   
Figure 6. Les étapes de l'analyse des vésicules extracellulaires par cytométrie en flux. 
3. Acquisition par cytométrie en flux 
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3.7. Triage des vésicules extracellulaires  
Pour l’analyse de taille des VEs, le PFP (1000µL) est marqué au CFSE, tel qu'indiqué 
précédemment, puis filtré sur tamis cellulaire avec pores de 70µm. Les évènements qui sont CFSE+ 
et qui tombent dans la région d’intérêt VEs prédéfinie par l’Apogee Mix sont triés grâce au 
cytomètre en flux FACSAria Fusion équipé d’un filtre passe-bande 405/10 pour la détection du V-
SSC, tel que décrit précédemment, et d’un PMT pour la détection du FSC. Les évènements ainsi 
triés représentent la totalité des VEs contenus dans l’échantillon.  
3.8. Analyse de la taille par NTA 
La mesure de la taille des VEs triées est effectuée grâce à un appareil à NTA, le NanoSight LM10 
doté d’un laser de 642 nm (Malvern Instruments Ltd, Malvern, UK), en utilisant la version 2.3 du 
logiciel. Une dilution est requise pour les échantillons les plus concentrés afin d’assurer la 
détection optimale de toutes les particules. Cinq vidéos d’une durée d’une minute sont 
enregistrées par échantillons avec les paramètres suivant : niveau de la caméra 10, gain 10 et le 
seuil de détection (treshold) à 4. 
3.9. Analyse des monocytes du sang  
Un total de 1800µL d’une solution de lyse 1X (« Red blood cell Lysis Buffer » ; BioLegend, San 
Diego, CA, USA) a été ajouté à 100µL de sang total (EDTA). Après une incubation de 12 minutes à 
température pièce et à l’abri de la lumière, un tampon « FACS Buffer » (PBS 5% BSA, 0.1% Azoture 
de sodium) a été ajouté aux cellules pour arrêter la réaction. Le mélange est centrifugé pendant 
5 minutes à 500 g. Le surnageant est éliminé et le culot de cellules est resuspendu dans 500µL de 
FACS Buffer. Avant le marquage, les échantillons sont centrifugés à 500g pendant 5 minutes à 
4oC. Le surnageant est retiré pour ne garder que le culot au fond du tube. Les cellules sont ensuite 
resuspendues dans 25µL de FACS Buffer dans lequel des anticorps couplés à des fluorochromes 
ont été dilués pour marquer les monocytes. Les anticorps utilisés sont les suivants : CMHI-APC 
(clone G46-2.6, #555555) et CD16-PerCP Cy5.5 (clone 3G8, #560717) proviennent de BD 
Biosciences (San Jose, CA, USA) et CD14-BV605 (clone M5E2, #301833) de BioLegend (San Diego, 
CA, USA). Les échantillons sont incubés pendant 10 minutes sur glace à l’abri de la lumière. La 
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réaction est ensuite arrêtée par l’ajout de 500µL de FACS Buffer. L’étape suivante consiste à 
centrifuger les tubes à 500g pendant 5 minutes à 4oC, éliminer le surnageant, resuspendre les 
cellules avec 200µL de FACS Buffer puis transférer dans des tubes de propylène pour FACS. Il faut 
garder ces tubes sur glace à l’abri de la lumière. Avant la lecture au BDFACS Celesta, le DAPI est 
ajouté à une concentration finale de 100nM dans chaque tube. À partir des populations DAPI- 
CMH-I+, les monocytes ont été identifiés comme étant CD14HighCD16- pour les classiques, 
CD14HighCD16+ pour les intermédiaires et CD14LowCD16+ pour les non-classiques. 
3.10. Mesure des cytokines inflammatoires  
Les cytokines inflammatoires (IL-12p70, TNF-α, IL-6, IL-10, IL-8 et Il-1b) sont mesurées à partir du 
sérum (50µL) par la technique « Cytometric Bead Array » (CBA) (BD™ Cytometric Bead Array 
Human Inflammatory Cytokine Kit, BD Biosciences). Cette méthode repose sur l’utilisation de 6 
populations de billes avec une intensité de fluorescence distincte, recouvertes d’anticorps 
spécifiques aux cytokines à doser. Une fois la liaison bille-cytokine établie, un anticorps de 
détection fluorescent en PE est ajouté pour se fixer aux cytokines, formant un complexe 
sandwich. Après acquisition, l’analyse des échantillons se fait sur le logiciel FCAP Array (BD 
Biosciences). L’intensité du signal PE est proportionnelle à la concentration de cytokines liées. La 
concentration de cytokines dosées dans chaque échantillon est ainsi calculée en pg/mL.  
3.11. Analyse de la fonction lymphatique 
3.11.1. Imagerie de la fonction lymphatique 
L’imagerie de la fonction lymphatique repose sur la fluorescence du vert d'indocyanine (ICG) dans 
le proche infra-rouge « near-infrared » (NIR). La solution d’ICG reconstituée (100µL) (Akorn, Lake 
Forest, IL, USA) est injectée dans le derme de la face dorsale de la main (Figure 7). L’apparition 
d’une papule confirme que l’injection intradermique de l’ICG est correcte. Au niveau du derme, 
l’ICG se lie à l’albumine pour ensuite être capté par les capillaires lymphatiques et progresser vers 
les vaisseaux collecteurs où il sera propulsé. Pour procéder à l’imagerie, le site d’injection est 
recouvert d’un ruban adhésif noir pour ne pas intercepter le signal des zones d’intérêts et le sujet 
est couché sur son ventre en plaçant le bras où a été faite l'injection sous une diode laser et une 
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caméra infra-rouge avec capteur CCD. Une fois excité par le rayon laser (785nm), l’ICG émet une 
fluorescence (830nm) capté par la caméra qui enregistre des vidéos de 8 secondes toutes les 10 
secondes sur une durée de 35 minutes. 
3.11.2. Analyse des images fluorescentes 
Les images obtenues sont transférées et analysées sur Image J via une interface graphique 
développée avec Matlab. Plusieurs paramètres sont alors calculés pour l’évaluation de la fonction 
lymphatique. Dans le cadre de ce mémoire, la vélocité de la lymphe et la fréquence et amplitude 
de contractions des vaisseaux lymphatiques collecteurs sont uniquement étudiés. La vélocité 
(mm/s) reflète la vitesse à laquelle la lymphe circule dans les vaisseaux collecteurs. Pour le calcul 
de la vélocité sur Image J, il suffit de choisir deux points sur un vaisseau, de déterminer la distance 
qui les sépare et de diviser cette distance par le temps nécessaire à l’ICG pour la parcourir. Les 
autres paramètres sont déterminés à partir des profils d’intensité de fluorescence au niveau 
d’une région d’intérêt fixe (ROI) sur un vaisseau. Ces profils se caractérisent par une série de pic 
de fluorescence (contraction des vaisseaux) et creux (relaxation des vaisseaux). La fréquence des 
contractions (s-1) est définie par le nombre de pics par minute alors que l’amplitude de 
contraction (% min, max) correspond aux pourcentages de variation moyenne entre le pic et le 
creux. Ce paramètre reflète la force de contraction des vaisseaux collecteurs.  
Figure 7. Imagerie des vaisseaux lymphatiques par proche infrarouge après injection 
intradermique et excitation du vert indocyanine. 
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3.12. Analyses statistiques 
La normalité des échantillons a été testée par le test de normalité D'Agostino-Pearson. Si la 
distribution est normale, le test statistique utilisé est le test-t de Student, et les résultats 
présentés sous forme de moyenne ± erreurs standards à la moyenne (SEM), sauf si précisé 
autrement. Dans le cas contraire, il s’agit du test non paramétrique de Mann-Whitney. Tous les 
calculs ont été effectués sur GraphPad Prism v5 (GraphPad Software, La Jolla, CA, USA). Le seuil 









Chapitre 4 : Résultats 
4.1. La configuration du cytomètre permet la détection sensible des VEs 
La cytométrie en flux est une technique de référence pour la caractérisation des cellules, mais 
son manque de sensibilité aux particules de petites tailles entrave son utilisation pour l’analyse 
des VEs. De nombreuses stratégies ont été établies pour améliorer la résolution des cytomètres. 
Nous avons voulu mettre au point un protocole qui combine plusieurs de ces stratégies pour 
l’analyse des VEs en circulation. L’une d’entre elles est l’utilisation du V-SSC pour la détection des 
VEs. La quantité de lumière diffusée par une particule est proportionnelle à son diamètre, mais 
inversement proportionnelle à la longueur d’onde utilisée pour la détecter. Ainsi, la longueur 
d’onde du violet (405 nm) permet une plus grande diffusion latérale de la lumière par la particule, 
quelle que soit sa taille, que la longueur d’onde bleue (488 nm) (98)(Figure 8A). Grâce à ces 
configurations, on est capable de distinguer les huit populations de billes contenues dans 
l’Apogee Mix, même celles de tailles assez proches (240 nm vs 300nm).  Les plus petites billes 
(110 nm) sortent parfaitement du bruit de fond de l’appareil. L’Apogee Mix va également servir 
à ajuster les voltages PMT du V-SSC et FITC et à placer la région d’intérêt VEs. Cette région 
d’intérêt est tracée de façon à contenir tous les évènements CFSE+ (FITC) qui ont une taille 
comprise entre 100 et 1000 nm en se référant à la distribution des billes de silice non fluorescente. 
Puisque l’indice de réfraction des billes de silice (ɳ=1,43) est semblable à celui des VEs (ɳ=1,42), 
elles permettent une meilleure estimation de la taille des VEs que les billes de latex (ɳ = 1,59). En 
effet, deux particules de même taille ayant des indices de réfraction très différents ne diffusent 
pas la même quantité de lumière. Dans l’objectif de répondre à notre hypothèse, il était 
nécessaire d’obtenir une quantification absolue des VEs en circulation. Pour ce faire, on a eu 
recours à des CB fluorescentes en PE de concentration connue (Figure 8B), qui vont permettre de 
convertir les nombres d’évènements en valeur absolue comme indiqué dans la section 3.4. des 
méthodes.  Plusieurs contrôles ont été passés pour valider le protocole et les configurations de 
l’appareil. La Figure 8C représente une superposition (overlay) de deux histogrammes : PFP 
marqué au CFSE et PFP contrôle non marqué au CFSE. Ceci confirme que nos paramètres sont 
capables de discriminer la population CFSE+ de celle qui est CFSE-. Le principe du marquage au 
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CFSE confirme que les évènements CFSE+ sont nécessairement des vésicules intactes. En effet, il 
s’agit d’une molécule non fluorescente qui diffuse passivement dans les VEs. Une fois à l’intérieur, 
son groupement acétate est clivé par les estérases contenues dans les VEs.  Cette molécule 
devient alors fluorescente et forme des liaisons covalentes avec les protéines. Grâce à cette 
liaison, le CFSE est retenue au niveau des VEs (78, 132).  
Notre protocole ne comporte pas une étape de lavage après incubation du PFP avec les anticorps 
et ceci dans le but d’éviter la centrifugation et la perte de VEs contenues dans nos échantillons. 
En générale, l’élimination des anticorps libres en excès se fait par lavage avec une solution 
tampon par centrifugation. Dans le cas des VEs, on devrait avoir plutôt recours à une 
ultracentrifugation, étape très longue qui risque d’affecter la stabilité du marquage fluorescent. 
En absence de lavage, les anticorps libres dans l’échantillon génèrent un bruit de fond assez 
important. Pour faire face à cette contrainte, l’élimination des anticorps agrégés par filtration 
permet de réduire ce bruit  (133). Malgré les précautions employées, il est primordial de contrôler 
ce facteur en mesurant le bruit de fond, en incubant les différents mix d’anticorps avec le CFSE 
dans l’AV buffer pendant 30 minutes à 37oC. Quelques évènements sont détectés dans ces 
échantillons et ils correspondent donc aux anticorps libres, non liés à des VEs (Figure 8D). Pour 
prévenir une surestimation, ce nombre d’événements sera soustrait du nombre absolu lors de la 
quantification des VEs.  
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Figure 8. Détection des VEs par V-SSC. 
(A) Diagramme de nuage de points « dot plot » représentant l’Apogee Mix, mélange de billes 
calibrées. Il contient des billes de silice non fluorescentes (#1 à #6), qui permettent de tracer la 
région d’intérêt VEs et des billes de latex fluorescentes en FITC (#7 et #8) qui servent à ajuster le 
voltage de ce canal. (B) Pour la quantification absolue des VEs en circulation, des billes 
fluorescentes en PE sont utilisées. Le calcul de la concentration des VEs prend en compte le 
nombre d’évènements dans la région d’intérêt CB et la concentration de ces billes. (C) 
Superposition des histogrammes de fluorescence du PFP marqué (bleu) et non marqué (rouge) 
au CFSE pour valider le marquage au CFSE et les configurations utilisées. (D) Les anticorps et le 
CFSE ont été incubés pendant 30 minutes à 37oC sans PFP. Ce contrôle sert à évaluer l’intensité 
du bruit de fond ou background causé par les anticorps non liés au VEs dans l’échantillon. 
Quelques évènements sont détectés dans la région d’intérêt des VEs et seront soustraits au 
moment de l’analyse des échantillons de PFP. 
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4.2. Stratégie d’identification des sous-populations de VEs 
Bien qu’il soit dépourvu de cellules, le PFP reste un fluide complexe. Afin de s’assurer de la nature 
des évènements détectés, nous avons mis en place des stratégies d’identification très rigoureuses 
et reproductibles résumées à la Figure 9. Quel que soit le sous-type de VEs à isoler, la première 
étape consiste à sélectionner les évènements CFSE+ qui tombent dans la région d’intérêt VEs 
(Figure 10A). Le marquage au CFSE devrait a priori être spécifique aux cellules et aux VEs, mais 
les études affirment que ce fluorochrome est tout de même capable de marquer les lipoprotéines 
et de générer un bruit de fond important (134) (135). Pour remédier à ce manque de spécificité 
et pour répondre aux exigences de l’ISEV (78), nous avons ajouté un marqueur supplémentaire, 
le complexe majeur d'histocompatibilité I (CMH-I). Ainsi à partir des évènements de la région 
d’intérêt VEs, uniquement ceux qui sont CMH-I+ sont retenus et vont constituer notre population 
de VEs totales (CFSE+CMH-I+) (Figure 10B). Ceci garantit que les évènements sélectionnés 
correspondent à des vésicules d’origine humaine de taille comprise entre 100 et 1000 nm. À partir 
de cette étape, les sous-populations de VEs sont isolées en fonction de l’absence ou de la 
présence de marqueurs à leurs surfaces. Les VEs GR et VEs PLT sont sélectionnées à partir des 
« dot plot » bi-paramétriques : V-SSC vs. CD235a (Figure 10C) et V-SSC vs. CD41a (Figure 10D). 
Elles sont définies comme étant CFSE+CMHI+CD235a+ pour les VEs GR et CFSE+CMHI+CD41a+ pour 
les VEs PLT. Le niveau d’expression de CLEC-2 par les VEs PLT est également évalué. C’est un 
paramètre intéressant à prendre en considération vu son rôle au niveau de la jonction lympho-
veineuse.  Les VEs dérivées de lymphocytes sont isolées à partir de la population CFSE+CMHI+ en 
fonction de l’expression du marqueur leucocytaire CD45 et des marqueurs CD3 et CD19. Ainsi les 
VEs dérivées de lymphocyte T (VEs LyT) sont CFSE+CMHI+CD45+CD19+ (Figure 10E) et les VEs 
dérivées de lymphocyte B (VEs LyB) sont CFSE+CMHI+CD45+CD3+(Figure 10F). Dans le cadre de ce 
mémoire, nous voulions tester l’association CD14/CD16 afin de distinguer les différents types de 
monocytes à savoir les classiques CD14+CD16-, les intermédiaires CD14+CD16+ et les non-
classiques CD14-CD16+. Elles se distinguent non seulement par leurs marqueurs cellulaires mais 
également par leurs effets physiologiques différents qui seront discutés plus tard. En se basant 
sur ces différences phénotypiques, les VEs qui dérivent des sous-classes de monocytes ont été 
sélectionnées à partir des événements CFSE+CMHI+CD45+ (Figure 11A) qui expriment ou non le 
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CD14 et/ou CD16 (Figure 11B). Elles seront désignées par VEs CD14+CD16-, VEs CD14+CD16+ et 
VEs CD14-CD16+. De plus, dans les limites de ce projet, il nous semble intéressant d’analyser les 
VEs qui dérivent de cellules progénitrices myéloïdes puisqu’elles participent à la 
lymphangiogenèse (136). Ces cellules se caractérisent par l’expression de marqueurs myéloïdes 
(CD14, CD11b etc.) et lymphatiques (LYVE-1, VEGFR-3 etc.) d’où l’isolation des VEs 
CFSE+CMHI+CD45+CD14+LYVE-1+ qu’on va nommer VEs CD14+LYVE-1+(Figure 11C). Pour l’analyse 
des VEs dérivées de CEV (VEs CEV) et de CEL (VEs CEV), notre stratégie consiste à sélectionner 
celles produites par les CE de façon générale puis de les séparer en fonction de l’expression de la 
PDPN. Nous avons donc commencé par choisir les VEs CE soit VEs CD31+CD41- (Figure 11D). Il est 
primordial d’associer ces deux marqueurs puisque le CD31 est également exprimé par les 
plaquettes tel que le montre la figure 9D : la population CD31+CD41+ sur le « dot plot » correspond 
aux plaquettes. La dernière étape vise à isoler les deux sous-populations de CE : les VEs CEV 
(CFSE+CMHI+CD31+CD41-PDPN-) et les VEs CEL (CFSE+CMHI+CD31+CD41-PDPN+) (Figure 11E).  Afin 
de vérifier le bon emplacement des régions d’intérêts dans la figure 9E, nous avons évalué le 
niveau d’expression du VEGFR-3 par ces deux sous-populations de VEs. Conformément à la 









Figure 9. Illustration schématique de la stratégie d’identification des VEs. 
La première étape de la stratégie d’identification des VEs consiste à sélectionner les évènements 
CFSE+ qui tombent dans la région d’intérêt VEs et qui expriment CMH-I. À partir de cette étape, 













































































Figure 10. Stratégie d’identification des VEs dérivées de globules rouges, plaquettes et 
lymphocytes.  
(A-B) À partir des évènements CFSE+ qui sortent dans la région d’intérêt VEs, seuls ceux qui 
expriment CMH-I+ sont sélectionnés. Les sous-populations de (C) VEs GR, (D) VEs PLT, (E) VEs LyT 
et (F) VEs LyB sont ensuite isolées en fonction de l’expression de leurs marqueurs spécifiques à 




Figure 11. Stratégie d’identification des VEs dérivées de monocytes, cellules progénitrices 
myéloïdes et cellules endothéliales.  
(A) Les VEs CD45+ sont sélectionnées à partir des évènements CFSE+MHC-I+. Cette sous-
population permettra d’isoler (B) les VEs dérivées de monocytes en fonction de l’expression du 
CD14 et CD16 et (C) les VEs CD14+LYVE-1+. (D-E) La population VEs CE se définit comme étant 
CFSE+MHC-I+CD31+CD41- et permet de distinguer par la suite les VEs CEV (PDPN-) et VEs CEL 
(PDPN+). (F) Le haut niveau d’expression du VEGFR-3 par les VEs CEL, contrairement à celui des 
VEs CEV, appuie la bonne désignation des régions d’intérêts PDPN- et PDPN+. 
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4.3. Caractérisation des évènements détectés 
Compte tenu des divers facteurs pouvant affecter l’identification des VEs, il est primordial de 
vérifier que les évènements détectés par notre appareil sont effectivement d’origine cellulaire, 
non pas juste des débris ou du bruit de fond. Pour ce faire, nous avons traité nos échantillons de 
PFP marqués avec du Triton X-100, détergent qui solubilise les bicouches lipidiques et ainsi les 
VEs. En comparant les nuages de points associés au PFP marqué avant (Figure 12 A-B) et après 
traitement (Figure 12 C-D), il est évident que tous les évènements présents dans la région 
d’intérêt VEs PLT et VEs GR ont été solubilisés par le Triton X-100. La quantification des 
évènements à l’aide de billes de comptage confirme ces observations. En effet, l’ajout du Triton 
X-100 provoque une diminution significative voire même une disparition totale des évènements 
dans la région d’intérêt VEs PLT (Figure 12E) et VEs GR (Figure 12F). À la lumière de ces résultats, 
nous pouvons donc affirmer que notre protocole permet la détection adéquate nécessaire à 
l’analyse des VEs. Ce test a été effectué sur toutes les sous-populations de VEs déjà mentionnées. 
En plus de leur bicouche lipidique, les VEs se caractérisent par leur taille. Nous avons donc choisi 
de mesurer les VEs par NTA. Cette technique est très efficace pour analyser la distribution de la 
taille des petites particules dans des échantillons purifiés contenant uniquement les populations 
d’intérêts. À partir du PFP marqué provenant des sujets des deux groupes, nous avons trié les 
évènements qui sortent dans la région d’intérêt VEs (Figure 10A) grâce au trieur cellulaire 
(FACSAria Fusion). Les échantillons de VEs ainsi purifiés sont ensuite analysés par NTA. Les 
particules détectées sont de tailles comprises entre 100 et 1000 nm ce qui valide la précision de 
notre région d’intérêt VEs et de notre appareil (Figure 13). Les fréquences d’évènements les plus 
élevées sont aux alentours de 100 à 300nm ce qui est conforme à la littérature (137). La 
distribution de taille des VEs est semblable pour les deux groupes mais les VEs du groupe ATCD 
ont tendance à être plus petites (non significative). Pour conclure, toutes ces observations 
confirment que les évènements détectés par notre protocole sont effectivement des VEs 
circulantes (50-1000nm). 
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Figure 12. Évaluation de la sensibilité des évènements détectés au Triton X-100. 
(A-B) Le PFP est marqué avec du CFSE et un mélange d’anticorps dirigé contre les VEs PLT et GR. 
(C-D) L’ajout de 0.05 % de Triton X-100 à ces échantillons solubilise tous les événements détectés 
au préalable. (E-F) La quantification absolue montre une diminution significative des évènements 
à la suite du traitement ce qui confirme leur origine vésiculaire. Les données sont représentatives 








Figure 13. Mesure de la taille des VEs triées par NTA. 
Distribution de la taille des VEs triées, selon la région d’intérêt VEs prédéfinie, à partir des 
échantillons de PFP des sujets des deux groupes : Contrôle (n= 6, noir) et ATCD (n=4, bleu). Les 
courbes correspondent à la moyenne des fréquences relatives ± SEM (%) pour chaque taille. Test 
t de Student ; différence non significative pour tous les points. 
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4.4. Les caractéristiques des sujets recrutés 
Les principales caractéristiques des sujets recrutés dans chacun des deux groupes sont décrites 
dans le tableau 4. Au 31 Octobre 2019, 12 sujets ont été inclus dans le groupe contrôle et 9 dans 
le groupe ATCD, pour un total de 21 participants dont 48 % sont des femmes (50 % du groupe 
contrôle et 55 % du groupe ATCD). L’âge moyen est de 54,4 ans pour le groupe contrôle contre 
50,1 ans pour le groupe ATCD (p < 0,05). Il est important de noter qu’avec l’âge la fonction 
lymphatique et la concentration de VEs en circulation diminuent (138, 139)  d’où le besoin de 
tenir compte de ce facteur. Il n’y a pas de différence significative entre le groupe contrôle et 
groupe ATCD pour les paramètres suivants : indice de masse corporel (IMC) (27,5 ± 6,7 vs 29,7 ± 
6,8), pression artérielle systolique (118,5 ± 11,1 vs 126,2 ± 10,3) et diastolique (76,6 ± 9,3 vs 79,2 
± 4,8), glycémie (5,1 ± 0,3 vs 5,1 ± 0,4) et taux de LDL-C (2,6 ± 0,5 vs 2,7 ± 0,6), de HDL-C (1,8 ± 0,4 
vs 2,0 ± 1,1) et de triglycérides (1,1 ± 0,6 vs 1,3 ± 0,6), respectivement. Il faut prendre en 
considération tous ces paramètres puisqu’ils affectent la fonction lymphatique et la 
concentration des VEs en circulation. En cas de dyslipidémie, de diabète, d’obésité et d’HTA la 
capacité de drainage des vaisseaux collecteurs est réduite (125, 140, 141) et la libération des VEs 
est augmentée(126, 142). Nous pouvons confirmer que les sujets recrutés ne souffrent d’aucune 
de ces conditions. Le taux moyen de hs-CRP est de 1,8 ± 2,1 mg/L pour le groupe contrôle et de 
2,7 ± 2,3 mg/L pour le groupe ATCD (p = 0,351). La quantification des éléments figurés du sang 
est semblable pour les deux groupes et se situe dans la fourchette de normalité. Il est donc 
acceptable de dire que les deux cohortes sont comparables, quoique légèrement plus jeunes pour 









Nombres de femme, n (%) 5 (42%) 5 (55%)     - 
Age (année) 54,4 ± 2,9  50,1 ± 4,0 < 0,05 
Numération formule sanguine    
Leucocytes (109/L) 5,1 ± 1,2 4,79 ± 0,8 0,455 
Erythrocytes (109/L) 4,6 ± 0,43 4,72 ± 0,33 0,561 
Plaquettes (109/L) 229,2 ± 47,8 232,7 ± 77,4 0,899 
Facteur de risque CV    
IMC (kg/m2) 27,5 ± 6,7 29,7 ± 6,8 0,475 
Pression systolique (mm Hg) 118,5 ± 11,1 126,2 ± 10,3 0,121 
Pression diastolique (mm Hg) 76,6 ± 9,3 79,2 ± 4,8 0,465 
Glycémie (mmol/L) 5,1 ± 0,3 5,1 ± 0,4 0,641 
Cholestérol total (mmol/L) 5,0 ± 0,5 4,9 ± 0,6 0,912 
HDL-C (mmol/L) 1,8 ± 0,4 2,0 ± 1,1 0,614 
LDL-C (mmol/L) 2,6 ± 0,5 2,7 ± 0,6 0,727 
Triglycérides (mmol/L) 1,1 ± 0,6 1,3 ± 0,6 0,673 
hs-CRP (mg/L) 1,8 ± 2,1 2,7 ± 2,3 0,351 
INR 0,9 ± 0,2 0,9 ± 0,1 0,453 
PTT (secondes) 28,2 ± 4,3 28,2 ± 1,0 1,000 
Toutes les variables sont rapportées en moyenne ± écart-type (SD) sauf si indiqué autrement. 
L’indice de masse corporelle (IMC) correspond au poids (kg) divisé par la taille (m2) ; CV : cardiovasculaire ; INR : international 
normalized ratio ; PTT : temps de thromboplastine 
Tableau 4 : Caractéristiques des sujets recrutés dans les deux groupes 
4.5. Le dosage des cytokines inflammatoires ne semble pas 
discriminer les sujets du groupe ATCD 
Plusieurs biomarqueurs ont été proposés afin d’améliorer la stratification du risque 
cardiovasculaire. Parmi les plus populaires, on retrouve la hs-CRP et les cytokines inflammatoires 
(38, 39) qu’on a choisi de comparer entre les deux groupes. Les résultats relatifs à la hs-CRP ont 
été présentés dans le tableau 4.  En ce qui concerne le taux des cytokines inflammatoires, les 
concentrations de l’IL-12p70, IL-1β, IL-10 et TNF sont toutes indétectables dans le sérum de nos 
sujets. Elles sont donc inférieures à la limite de détection établie par le fabricant (en pg/mL : <1,9 
pour IL-12p70, < 7,2 pour IL-1β, < 3,3 pour IL-10 et < 3,7 pour TNF). Seules les concentrations de 
l’IL-6 et IL-8 ont pu être déterminées et aucune différence significative n’a été observée entre les 
groupes (Figure 14 A-B). Ceci indique que la hs-CRP et les cytokines inflammatoires ne sont pas 
en mesure de discriminer le groupe ATCD du groupe contrôle. 
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Figure 14. Dosage des cytokines inflammatoires dans le sérum des sujets. 
Comparaison des concentrations (A) d’IL-6 et (B) d’IL-8 dosées par le kit CBA entre les sujets du 
groupe contrôle et groupe ATCD. Test non paramétrique de Mann-Whitney. 
4.6. La concentration de certains sous-types de VEs semble être 
modulé chez les sujets du groupe ATCD  
Les VEs suscitent un intérêt croissant comme médiateurs de la communication intercellulaire et 
biomarqueurs de plusieurs pathologies (81). Beaucoup d’efforts ont été déployés pour étudier le 
rôle des VEs dans l’athérosclérose. Les études prouvent que les VEs participent activement à 
l’initiation et à la progression de l’athérosclérose. Elles favorisent notamment la dysfonction 
endothéliale vasculaire. Les taux des différentes sous-populations de VEs sont de plus augmentés 
en présence de maladies coronariennes (143). Il semble alors intéressant d’étudier l’implication 
des VEs dans l’athérosclérose sous une perspective différente. En d’autres termes, les VEs 
pourraient affecter la fonction lymphatique, composante clé de l’athérosclérose, et constituer de 
biomarqueurs plus précoces de cette pathologie. Pour cela, nous avons quantifié les 
concentrations des VEs dans les deux groupes. La concentration de VEs totales varie entre 2,5x104 
et 1,6x105 VEs/mL, tous groupes confondus. Ces chiffres concordent avec ceux qui ont déjà été 
rapportés dans la littérature chez des individus sains (144). De plus, 40 à 90 % de ces VEs sont PS+. 
Le groupe ATCD tend à avoir moins de VEs totales en circulation que le groupe contrôle (Figure 
15A). Cette même tendance est observée pour les VEs PS+ (Figure 15B). La différence entre les 
niveaux des différents sous-types de VEs soit les VEs GR, PLT, Leuco et CE, pourraient expliquer 
ces différences globales observées. (Figure 15C-F). Les sujets du groupe contrôle semblent avoir 































on remarque d’autres disparités entre les groupes (Figure 16). Par exemple, de très faibles 
tendances se dessinent par rapport aux concentrations des VEs dérivées de monocytes (Figure 
16A-C et 17B). Il y a une diminution des taux de VEs CD14+CD16- et CD14+CD16+ avec une 
augmentation des taux de VEs CD14-CD16+ chez le groupe ATCD. Ces différences ne sont pas 
observées au niveau des cellules d’origine monocytaire (Figure 17A).  Plus encore, la 
concentration de VEs CD14+LYVE-1+ semble plus faible chez le groupe ATCD alors que celle des 
VEs LyT semble au contraire plus élevée (Figure 16D-E). En partant de l’idée que les VEs CEV sont 
des biomarqueurs de la dysfonction endothéliale vasculaire, la quantité de VEs CEL en circulation 
devrait refléter l’état de l’endothélium lymphatique. En comparant les concentrations des sous-
types de VEs CE, on remarque que leurs profils sont presque identiques chez les deux groupes 
(Figure 18). Cependant, trois sujets du groupe ATCD se démarquent du reste par des taux de CEV 
plus élevés (Figure 18B). L’accumulation de données supplémentaires est requise pour confirmer 
toutes ces observations. Il est toutefois important de noter que la concentration des cellules en 
circulation (GR, PLT et Leuco) semble jusqu’à présent identique entre les deux groupes (Tableau 
4). Toute différence observée au niveau des VEs qui en dérivent est inhérente à ces VEs 
indépendamment des cellules d’origine.  
Pour conclure, les taux de certains sous-types de VEs semblent discriminer les sujets à risque de 
MCV, contrairement aux cytokines inflammatoires et hs-CRP.  
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Figure 15. Quantification des grands sous-types de VEs en circulation par cytométrie en flux. 
Comparaison des concentrations des (A) VEs totales, (B) VEs PS+, (C) VEs GR, (D) VEs PLT, (E) VEs 














































































Figure 16. Quantification des sous-types de VEs CD45+ en circulation par cytométrie en flux. 
Comparaison des concentrations des (A-C) VEs dérivées des monocytes, (D) VEs CD14+ LYVE-1+ 















































































Figure 17. Pourcentage des sous-types de monocytes et VEs monocytes en circulation. 
Comparaison des pourcentages (A) des VEs dérivées de monocytes et (B) des monocytes 





































































Figure 18. Quantification des sous-types de VEs CE en circulation par cytométrie en flux. 
Comparaison des concentrations des (A) VEs CEV et (B) VEs CEL en circulation entre le groupe 
CTRL et le groupe ATCD.  
4.7. Les sujets du groupe ATCD semblent avoir une vitesse de 
propulsion de la lymphe augmentée dans les vaisseaux 
collecteurs 
L’un des principaux objectifs de ce projet est de traduire nos découvertes fondamentales en 
application clinique. En d’autres termes on cherche à confirmer qu’une dysfonction lymphatique 
précède la formation de la lésion d’athérome chez l’homme, tout comme c’est le cas pour les 
souris Ldlr−/−; hapoB100+/+, qui sont prédisposées à développer l’athérosclérose même en 
l’absence d’un diète riche en cholestérol (74). De plus, nous visons à corréler éventuellement les 
concentrations de VEs en circulation avec la fonction lymphatique des sujets afin de mieux 
comprendre le rôle des VEs dans le développement de l’athérosclérose. Une analyse quantitative 
et qualitative de la fonction lymphatique est alors requise. Grâce à notre technique d’imagerie 
par proche infrarouge et l’injection d’ICG, nous avons analysé plusieurs paramètres de la fonction 
lymphatique chez les patients issus des groupes contrôle et ATCD. Nos résultats montrent que la 
fréquence et l’amplitude de contraction semblent être identiques dans les deux groupes (Figure 
19A-B). Les vaisseaux collecteurs lymphatiques se contractent à la même fréquence et avec la 
même force. En revanche, la vélocité de la lymphe semble être près de deux fois plus élevée dans 
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L’analyse des paramètres de la fonction lymphatique, et plus particulièrement la mesure de la 
vélocité de la lymphe, a permis de révéler des différences entre les deux groupes alors que le 
dosage des cytokines inflammatoires et de la hs-CRP a échoué à le faire.   
Figure 19. Analyse de la fonction lymphatique après imagerie par proche infrarouge. 
À partir des images obtenues en proche infrarouge, plusieurs paramètres de la fonction 
lymphatique soit (A) l’amplitude et (B) la fréquence de contractions ainsi que (C) la vélocité ont 












































































Chapitre 5 : Discussion 
Les MCV constituent la première cause de mortalité dans le monde (2). Malgré les efforts 
significatifs menés pour la prévention des MCV, la moitié de ces évènements surviennent chez 
des sujets en apparence sains et ne présentant pas les facteurs de risque traditionnels (35). Ces 
observations soulignent l’importance d’un dépistage précoce de l’athérosclérose et le besoin de 
nouveaux biomarqueurs. Les VEs et la fonction lymphatique constituent des pistes intéressantes 
dans ce contexte. Les VEs sont des vésicules de petites tailles libérées par toutes les cellules de 
l’organisme. Elles sont présentes dans plusieurs fluides biologiques dont le sang et la lymphe et 
interagissent avec les cellules environnantes (80, 81). La richesse de leur contenu biologique fait 
de ces VEs des joueurs potentiellement importants dans plusieurs pathologies (79).  De 
nombreuses études se sont intéressées aux rôles des VEs dans l’athérosclérose. Elles se sont 
focalisées sur l’interaction des VEs avec les différents acteurs de cette pathologie (endothélium 
vasculaire, les cellules musculaires lisses, les monocytes etc.)(143) sans pour autant s’intéresser 
au système lymphatique qui est un acteur clé de l’athérosclérose(47). Il constitue une voie 
préférentielle pour la mobilisation des accepteurs de cholestérol à partir de la paroi artérielle 
(47). Autrement dit, le système lymphatique participe à l’évacuation du cholestérol accumulé 
dans la plaque et à son transport jusqu’à la circulation sanguine pour être éliminé par le foie. Nous 
avons démontré dans un modèle murin qu’une dysfonction lymphatique précède la formation de 
la plaque d’athérome et que cette dysfonction touche a priori la capacité de contraction des 
vaisseaux collecteurs (74).  
La présence des VEs dans la lymphe et à des taux plus élevés en cas d’athérosclérose laissent 
place à plusieurs réflexions concernant la provenance de ces VEs et à leur rôle (80). Puisque le 
système lymphatique est responsable de la résorption des liquides interstitiels, il est fort probable 
que les VEs contenues dans ces liquides puissent être prises en charge par les capillaires 
lymphatiques. Il s’agit alors de VEs présentes dans le sang qui, une fois dans l’espace interstitiel, 
seront captées par le système lymphatique. Plus encore, le système lymphatique est le siège d’un 
important trafic cellulaire à l’origine de la réponse immunitaire. Ces réactions s’accompagnent de 
la libération de VEs dans la lymphe. Toute agression de l’endothélium lymphatique provoque 
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également la sécrétion de VEs dérivées des CEL. On devrait s’attendre à une augmentation de ces 
VEs en cas de dysfonction lymphatique. Enfin, le système lymphatique est reconnu pour son rôle 
dans le RCT (47). Puisque les VEs se retrouvent accumulées dans la lésion, il parait donc probable 
que ces vésicules puissent être retirées de la plaque et acheminer par le système lymphatique 
vers le sang, tout comme le cholestérol. Ceci est confirmé par les taux élevés de VEs dans la 
lymphe en cas d’athérosclérose. En prenant comme modèle le rôle des VEs dans la dysfonction 
endothéliale vasculaire, il est possible que les VEs présentes dans la lymphe puissent interagir 
avec les CEL et affecter leur fonction. Pour étudier l’effet des VEs sur la fonction lymphatique, 
nous avons incubé des VEs PLT et VEs GR sur un endothélium lymphatique humain. Les VEs GR 
augmentent la production de ROS ce qui est néfaste pour les CEL. Quant aux VEs PLT, elles 
semblent avoir un effet protecteur sur l’endothélium lymphatique puisqu’elles réduisent le stress 
oxydatif tout en protégeant les CEL contre l’apoptose (124). À la lumière de ces résultats, nous 
pensons que les VEs sont impliquées dans la dysfonction lymphatique associée à l’athérosclérose 
et qui, selon nos études, précède le développement de la lésion (74).  
Le projet translationnel présenté dans ce mémoire vise à confirmer cette hypothèse. Nous avons 
recruté deux groupes de sujets sains qui se distinguent par la présence ou non d’antécédents 
familiaux de MCV prématurées chez un parent du premier degré. Ce facteur de risque augmente 
les risques de survenue de MCV de 60 à 75 % chez des individus, même en apparence sains (9). 
Nos sujets ont été recrutés sur la base de critères strictes afin d’éliminer, dans la mesure du 
possible, tous biais de sélection. Il était important d’exclure les sujets de plus de 60 ans, les 
fumeurs et ceux qui souffrent de diabète, de dyslipidémie, d’HTA, et de lymphœdème. Ces 
conditions sont connues pour moduler les paramètres qu’on cherche à évaluer dans cette étude, 
à savoir la fonction lymphatique et la concentration des VEs en circulation (125, 126, 138, 142). 
Pour parvenir à comparer ces deux paramètres entre les groupes, nous avons dû mettre au point 
une méthode d’imagerie de la fonction lymphatique par proche infrarouge et optimiser un 
protocole pour la détection des VEs dans le PFP par cytométrie en flux. Bien qu’il soit trop tôt 
pour en tirer des conclusions, nos résultats préliminaires sont une excellente prémisse aux 
résultats à venir. En effet, la simple détection des VEs aussi petite que 100nm par un cytomètre 
en flux conventionnel constitue, à elle seule, une étape importante de ce projet. Le dosage des 
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VEs pourrait éventuellement être adopté dans la pratique clinique comme biomarqueur de 
plusieurs pathologies dont la dysfonction lymphatique associée à l’athérosclérose. C’est en 
partant de cette idée que nous avons choisi de quantifier les VEs directement dans le PFP à l’aide 
d’un cytomètre conventionnel qui fut facilement modifiable pour permettre la détection de VEs. 
Les guides de référence dans le domaine recommandent de purifier les VEs avant de les 
caractériser or les étapes de purification peuvent s’avérer longues, coûteuses ou à faible 
rendement ce qui n’est pas transposable au contexte clinique. Même s’il est exempt de cellules, 
le PFP reste un fluide complexe d’où le risque de surestimer les VEs en circulation. Grâce à des 
configurations optimales et des stratégies de marquage spécifiques, nous avons réussi à 
quantifier un large éventail de VEs en circulation avec précision. Nous avons effectué plusieurs 
tests pour s’assurer de l’origine vésiculaire des évènements détectés (mesure de la taille des VEs 
et sensibilité au Triton X-100). Les concentrations de VEs totales obtenues varient entre 2,5x104 
et 1,6x105 VEs/mL et la sous-population la plus abondante est celle des VEs PLT suivi des VEs GR. 
Ces résultats concordent avec les chiffres déjà rapportés dans certaines études chez des individus 
sains. Ces concentrations des VEs ont été mesurés par NTA ou cytométrie en flux à l’aide du FSC 
de base (97, 145, 146). D’autres études rapportent des valeurs plus élevées de VEs de l’ordre de 
1010-1012 VEs/mL (144, 147). Ceci s’explique par l’utilisation de différentes techniques de 
quantification des VEs et le manque de standardisation des étapes pré-analytiques et analytiques 
(prélèvement sanguin, anticoagulant, température etc.)(78, 95). Les cellules sanguines dont les 
plaquettes peuvent facilement être activées, ce qui provoque une libération des VEs dans 
l’échantillon et une surestimation de leur taux en circulation (95). Dans le cadre de notre étude, 
la constance dans la manipulation et l’analyse des échantillons est requise pour assurer une 
comparaison fiable entre les sujets recrutés. 
Nous avons également dosé des marqueurs de l’inflammation qui suscitent beaucoup d’intérêt 
dans le contexte de l’athérosclérose : la hs-CRP et les cytokines inflammatoires. La CRP est une 
protéine de la phase aigüe de l’inflammation dont les taux élevés sont liés à un risque accru de 
MCV (37, 38) alors que les cytokines ont un rôle bien établi dans l’initiation et l’exacerbation de 
la réponse inflammatoire associée à l’athérosclérose(37). Plusieurs études prospectives ont 
révélé une association entre le niveau de cytokines, notamment l’IL-6, l’IL-8 et TNF-α, et le risque 
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de MCV (40, 42, 148). Le dosage des cytokines inflammatoires et de la hs-CRP chez les sujets 
recrutés n’étaient pas en mesure de discriminer le groupe ATCD du groupe contrôle. En effet, il 
n’y a aucune différence notable, quant aux niveaux circulants de hs-CRP, d’IL-6 et d’IL-8 entre les 
deux groupes. Une grande variabilité a été observée chez le groupe contrôle lors du dosage de 
l’IL-6. Cette observation a été rapportée dans la littérature. La mesure des taux d'IL-6 en clinique 
pourrait notamment être limitée à cause de cette variabilité interindividuelle (41). Notons que 
ces marqueurs ne sont pas spécifiques de l’athérosclérose ce qui rend leur interprétation difficile. 
À l’inverse, en comparant les concentrations des VEs en circulation, plusieurs tendances et 
différences ont été observées entre les deux groupes. Indépendamment de l’impact clinique de 
ces différences, le dosage des VEs semblent plus adéquat pour prédire le risque d’athérosclérose 
que les marqueurs déjà proposés. Certains sous-types de VEs sont plus sensibles aux variations 
que leur cellule d’origine, comme c’est le cas pour les monocytes. Ces cellules voient leurs taux 
augmentés en cas d’athérosclérose vu leur rôle central dans cette pathologie (149). De très faibles 
tendances se dessinent par rapport aux concentrations des VEs dérivées de monocytes entre les 
deux groupes de sujet. Les concentrations de VEs CD14+CD16- et CD14+CD16+ sont légèrement 
diminuées alors que celles relatives aux VEs CD14-CD16+ sont un peu plus élevées chez le groupe 
ATCD que le groupe contrôle. Ces différences ne sont pas observées au niveau des cellules 
d’origine monocytaire. Les études qui essayent de corréler les sous-types de monocytes avec 
l’athérosclérose sont assez divergentes. Certaines études suggèrent que l’augmentation des 
concentrations des monocytes non classiques CD14-CD16+ est associée à l’athérosclérose et à la 
dysfonction endothéliale (150) et que les monocytes CD14+CD16− peuvent prédire la survenue 
d’événements cardiovasculaires (151). D’autres études confirment que seuls les monocytes 
classiques CD14+CD16+ ont une valeur prédictive pour les MCV (151, 152). De manière générale, 
les études démontrent une association entre les monocytes CD16+ et la présence de MCV alors 
que d’autres suggèrent qu’une augmentation des monocytes CD14+CD16- est un marqueur de 
mauvais pronostic (153). Face à cette disparité, l’interprétation des résultats relatifs aux VEs 
dérivées de monocytes est compliquée. En revanche, le recrutement de sujets additionnels 
permettra de marquer davantage ces différences ou au contraire de les faire disparaitre. Les VEs 
de monocytes pourraient alors constituer un outil plus sensible pour le dépistage de 
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l’athérosclérose. De plus, nous nous sommes intéressés aux sous-types de VEs capables de 
promouvoir ou d’altérer la fonction lymphatique par action directe sur cet endothélium ou via 
leur cellule d’origine. Les plaquettes jouent un rôle important au niveau de la jonction lympho-
veineuse. D’ailleurs l’interaction de CLEC-2 exprimé par les plaquettes et la PDPN présente à la 
surface des CEL provoque une agrégation plaquettaire qui permet la séparation des circulations 
sanguine et lymphatique(56). Nous avons également démontré in vitro que les plaquettes 
semblent relier les CEL entre elles, ce qui permet de renforcer les jonctions intercellulaires et 
préserver l’intégrité lymphatique (154). Même si en condition normale la lymphe ne comporte 
pas de plaquettes, les effets protecteurs de ces cellules sur la fonction lymphatique sont médiés 
par leur VEs comme déjà mentionné plus haut (124). Nos résultats montrent que les sujets avec 
ATCD semblent avoir moins de VEs PLT en circulation ce qui sous-entend que l’endothélium 
lymphatique des sujets du groupe ATCD serait moins bien protégé. En ce qui concerne les globules 
rouges, nous avons déjà démontré que leurs VEs ont tendance à augmenter le stress oxydatif. 
Leur effet néfaste pourrait aussi découler de leur capacité à séquestrer le NO grâce à la quantité 
importante d’Hb libre transportée par ces VEs (112). Le taux de VEs GR en circulation chez les 
deux groupes de sujets ne parait pas diffèrent.   Les lymphocytes B et T ont des effets différentiels 
sur la fonction lymphatique et sont des constituants importants de la lymphe (155, 156). Les 
lymphocytes T sont de plus en plus reconnus pour leur capacité à inhiber la lymphangiogenèse 
alors que les lymphocytes B contribuent à la formation de nouveaux vaisseaux collecteurs (157) 
(158). Un autre sous-type de cellules participe également à la régulation de la lymphangiogenèse. 
Il s’agit des cellules progénitrices myéloïdes qui favorisent ce processus grâce à la libération de 
facteurs de croissance VEGF ou par différenciation en CEL (136). La quantification des VEs 
dérivées des lymphocytes et des cellules progénitrices myéloïdes pourrait ainsi refléter l’état des 
vaisseaux lymphatiques. D’ailleurs, les sujets avec ATCD semblent avoir plus de VEs LyT et moins 
de VEs CD14+ LYVE1+ en circulation. Ce déséquilibre par rapport au groupe contrôle pourrait 
indiquer la présence d’une lymphangiogenèse inadéquate. Si l’on résume les tendances les plus 
marquées à date à savoir une diminution des taux de VEs PLT et VEs CD14+ LYVE1+ et 
augmentation des taux de VEs LyT chez le groupe ATCD, on remarque que les sujets à risque de 
MCV ont moins de VEs qui ont un potentiel de protection du système lymphatique et plus de VEs 
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nocives.  Ces sujets sont en quelques sortes plus à risque de dysfonction lymphatique ce qui peut 
expliquer l’augmentation des taux de VEs CEL chez certains individus du groupe ATCD. En effet, 
la libération accrue de VEs par les CEL impliquerait que l’endothélium lymphatique est en état de 
stress ou d’agression ce qui peut refléter le début ou la présence d’une dysfonction lymphatique.  
Le développement de l’athérosclérose est alors favorisé chez les sujets du groupe ATCD par 
défaut de RCT efficace. Pour conclure, les taux de certains sous-types de VEs semblent discriminer 
les sujets à risque de MCV. Ils laissent même sous-entendre que ces sujets pourraient présenter 
une dysfonction lymphatique favorisant le développement de l’athérosclérose.  
Ces observations sont confirmées par l’évaluation de la fonction lymphatique par imagerie proche 
infrarouge après injection d’ICG. Les sujets du groupe ATCD semblent présenter un défaut de 
mécano-sensibilité de leurs lymphangions. D’ailleurs la progression de la lymphe est un processus 
hautement régulé en fonction des besoins de l’organisme. En effet, plusieurs signaux chimiques 
et physiques interviennent pour moduler la fréquence et la force de contraction des cellules 
musculaires entourant les lymphangions. Parmi les facteurs physiques les plus importants on 
retrouve le débit lymphatique et les forces de cisaillement exercées par la lymphe sur la paroi des 
vaisseaux. Les études montrent qu’en augmentant le débit/force de cisaillement, la fréquence et 
l’amplitude de contraction sont réduites par un mécanisme NO-dépendant (55). Ce mécanisme 
régulateur a pour rôle d’optimiser le flux lymphatique tout en limitant les dépenses énergétiques 
afin de préserver la fonction lymphatique. En revanche, le groupe ATCD présente une vélocité de 
la lymphe qui est deux fois plus élevée avec une fréquence et amplitude de contraction 
lymphatique identiques par rapport au groupe contrôle. Bien que les forces de cisaillement soient 
plus importantes à cause d’une vitesse de flux lymphatique augmentée, la qualité des 
contractions reste inchangée ce qui suppose un manque de réactivité des lymphangions aux 
signaux mécaniques. Ce manque de réactivité au facteur physique pourrait constituer les 
premiers signes d’une dysfonction lymphatique. En effet le maintien d’un rythme contractile 
fréquent avec une vélocité accrue et des contractions vigoureuses, expose les vaisseaux 
lymphatiques à une forte pression intraluminale, qui à long terme peut favoriser la prolifération, 
le remodelage et la perte du phénotype contractile des cellules musculaires (159). L’ensemble de 
ces changements serait à l’origine d’une dysfonction lymphatique majeure pendant laquelle le 
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transport de la lymphe sera grandement diminué. Sachant qu’une dysfonction lymphatique est 
associée à l’athérosclérose, cette séquence d’événements pourrait conduire à l’instigation de 
l’accumulation de la plaque athérosclérotique (47). Face à toutes ces observations, plusieurs 
questions se posent : quelles sont les causes du défaut de mécano-sensibilité des lymphangions ? 
Comment les VEs sont-elles impliquées ? Comment expliquer la différence de concentration des 
VEs entre les deux groupes ? En ce qui concerne la mécano-régulation des lymphangions, elle fait 
intervenir plusieurs molécules dérivant de l’endothélium lymphatique à nommer le NO et les ROS. 
Le NO est le facteur de relaxation qui entraine une réduction de la contraction des lymphangions. 
Sa présence est par ailleurs proportionnelle aux forces de cisaillement appliquées aux vaisseaux 
lymphatiques. Il est en équilibre fragile avec les ROS qui sont capables de le dégrader. Toute 
surproduction de ROS provoque alors une réduction de la biodisponibilité du NO altérant la 
mécano-régulation du flux lymphatique (160). L’évaluation de la production de NO et des ROS par 
les CEL après traitement avec les VEs pourrait constituer une piste intéressante pour expliquer 
les différences observées entre les deux groupes. Ces tests cellulaires sont déjà en cours et les 
premiers résultats s’avèrent très prometteurs. Les VEs de PLT diminuent la production de ROS, ce 
qui protège le NO contre la dégradation. La baisse des concentrations des VEs PLT aux propriétés 
antioxydantes pourrait expliquer ce défaut de mécano-sensibilité chez les sujets du groupe ATCD, 
par réduction de la biodisponibilité du NO. Ceci confirme que la balance NO/ROS est une piste à 
considérer pour expliquer l’implication des VEs dans la dysfonction lymphatique associée à 
l’athérosclérose.  
La différence de concentrations des VEs en circulation entre les deux groupes soulèvent plusieurs 
hypothèses. Ces différences peuvent notamment être le reflet d’une variation du nombre de 
cellules d’origine et/ou d’un déséquilibre entre la sécrétion et la clairance des VEs chez les sujets 
du groupe ATCD. La première hypothèse peut être écartée puisqu’il n’y a pas de différence entre 
les deux groupes quant à la numération formule sanguine. Il faudrait se concentrer plutôt sur la 
balance sécrétion/clairance. Certaines études suggèrent qu’une cellule secrète en moyenne 100 
VEs/heure et que la demi-vie d’élimination de ces VEs est d’environ 7 minutes (161). Il s’agit alors 
d’un processus hautement dynamique. La clairance des VEs se fait surtout par phagocytose via 
les macrophages qui reconnaissent la PS ou les intégrines présentes à la surface de ces vésicules. 
75 
D’ailleurs la déplétion des macrophages chez la souris provoque une augmentation des VEs en 
circulation (161). Les VEs peuvent également activer la voie du complément ce qui provoque leur 
dégradation. Cette activation dépend de la taille et de la composition en lipide des VEs mais 
également de la présence ou non de molécules inhibitrices du complément à la surface des VEs 
(CD55, CD59 et CD46). Ces molécules permettent aux VEs d’échapper à la dégradation pour 
accomplir leur fonction (162). Pour justifier les différences de concentrations de VEs entre les 
deux groupes, nous évaluons présentement la composition lipidique et l’expression par les VEs 
des différentes molécules impliquées dans leur clairance (PS, intégrines, CD55 et CD59) en 
collaboration avec la plateforme de lipidomique de l’ICM. Quant à la sécrétion des VEs, elle se fait 
de manière spontanée ou induite (81).  Une augmentation d’un sous-type de VEs pourrait être 
liée à une activation accrue de sa cellule d’origine tout comme le contraire est vrai. Dans notre 
étude, la concentration des VEs reflèterait une activation renforcée des lymphocytes T contre une 
activation réduite des cellules progénitrices myéloïdes CD14+LYVE1+. Ces observations semblent 
être un indicateur d’une lymphangiogenèse inadéquate qui peut mener à une dysfonction 
lymphatique. En plus de leur potentiel en tant que biomarqueurs, les VEs sont des acteurs clés de 
la communication intercellulaire grâce à leur interaction avec les cellules cibles et le transfert de 
leur contenu (81). Ceci confirme l’importance d’étudier l’effet directe des VEs sur un endothélium 
lymphatique ainsi que le matériel transféré au CEL. Par exemple, les VEs LyT pourraient mimer 
l’effet de leur cellule d’origine et exacerber la dysfonction lymphatique. Nous travaillons 
actuellement à évaluer l’effet des VEs dans des conditions expérimentales proches des situations 
physiologiques. Pour cela, l’une des options consiste à injecter les VEs en intradermique chez les 
souris et à analyser leurs fonctions lymphatiques une fois les VEs sont prises en charge par le 
système lymphatique. La technique d’imagerie est basée sur le même principe que celle 
appliquée chez les humains.  Une autre variante repose sur l’isolation de vaisseaux collecteurs 
des souris pour des études myographiques en présence de VEs. Ce type d’expérience permet de 
mesurer la contraction des cellules musculaires lymphatiques soumises à différentes conditions 
de pression ou de traitement. La mécano-sensibilité des vaisseaux est ainsi évaluée en réponse 
au traitement par des VEs après modification de la pression appliquée au vaisseau. En ce qui 
concerne les expériences in vitro, on cherche à favoriser les modèles expérimentaux qui 
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représentent aux mieux la structure d’un vaisseau collecteur en combinant les CEL et les cellules 
musculaires lymphatiques. Récemment, les nouvelles technologies microfluidiques ont permis 
l’évolution des cultures monocouches vers des modèles multi-cellulaires en 3D afin de reproduire 
le microenvironnement du tissu en question. C’est le cas des systèmes « organ-on-a-chip » qui 
consiste à mettre en coculture plusieurs types cellulaires dans des chambres perfusés pour 
reproduire une circulation in vitro.  Une coculture de CEL et de cellules musculaires lymphatiques 
dans ce type de système permettra ainsi de reproduire un lymphangion sur une puce 
« lymphagion-on-a-chip » (163). 
Même si ces résultats ne sont que préliminaires, ils sont prometteurs quant aux rôles des VEs et 
de la dysfonction lymphatique dans le développement de l’athérosclérose.  Le recrutement de 
sujets additionnels permettra de marquer davantage les différences obtenues ou au contraire de 
les estomper. Les individus du groupe contrôle sont en moyenne plus âgés que le groupe ATCD. 
Cette différence d’âge doit être prise en considération lors des analyses statistiques puisque la 
concentration des VEs en circulation et la capacité de contraction des vaisseaux lymphatiques 
sont réduites avec l’âge (138, 139). Ces changements s’expliquent par une clairance plus 
importante des VEs (139) et des modifications structurelles et fonctionnelles du système 
lymphatique (164). En effet, une augmentation de la perméabilité des vaisseaux lymphatiques et 
une diminution du nombre de cellules musculaires lymphatiques les entourant provoquent une 
diminution de la fréquence et de l’amplitude de contraction avec l’âge (164). Les concentrations 
de VEs en circulation et les paramètres de la fonction lymphatique devront alors être ajustés pour 
l’âge. Concernant la quantification des VEs par cytométrie en flux, plusieurs tests ont été 
effectués pour s’assurer de la nature des évènements détectés, mais il reste des critères à remplir 
pour répondre aux recommandations de l’ISEV (78). L’un des plus importants est de visualiser les 
particules isolées par microscopie électronique. C’est la technique de référence pour déterminer 
la morphologie des VEs qui apparaissent normalement sous forme de vésicules délimitées par 
une bicouche lipidique. Pour évaluer la taille des VEs, nous avons trié les évènements qui sortent 
dans la région d’intérêt VEs (CFSE+) grâce au trieur cellulaire. Les résultats du NTA affirment que 
les particules isolées ont une taille conforme à celle rapportée pour le VEs (78). Il faudra sans 
doute refaire cette expérience en triant cette fois-ci les évènements CFSE+ CMH-I+. Comme déjà 
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mentionné, l’ajout du CMH-I à notre stratégie de marquage était essentiel pour compenser le 
manque de spécificité du CFSE. Bien qu’il soit a priori spécifique aux cellules et aux VEs, le CFSE 
peut marquer aussi les lipoprotéines (134) (135). Il faut souligner que les lipoprotéines ont une 
taille qui varie de 50-200 nm et risquent alors d’interférer avec la taille de nos VEs (165).  Pour 
s’assurer de la validité de notre NTA et répondre aux recommandations de l’ISEV, il faudrait 
notamment prouver l’absence de contaminants qui risquent d’être triés avec les VEs, à savoir les 
lipoprotéines(78). L’évaluation de la reproductibilité et la répétabilité est également nécessaire 
pour valider notre méthode. En d’autres termes, il faut s’assurer que les concentrations de VEs 
calculées sont identiques lors de mesures répétées du même échantillon dans des conditions 
identiques ou différentes. L’objectif ultime de cette étude sera d’associer la fonction lymphatique 
et les concentrations de VEs identifiées comme étant modulables en cas de dysfonction 
lymphatique au score de risque polygénique (SRP) de développer une MCV. Le SRP est une 
méthode de calcul génétique qui permet de prédire le risque de développer la maladie en 
question. Elle repose sur le séquençage du génome d’un individu et la détection de variantes 
connues pour être associées à un risque plus élevé de cette maladie (166). Dans le contexte de 
notre étude, l’association entre un SRP élevé pour les MCV et la présence d’une dysfonction 
lymphatique et des concentrations de VEs modulées permettra de confirmer notre hypothèse.  
Pour conclure, nos résultats préliminaires suggèrent que les sujets avec antécédents familiaux de 
MCV présentent des signes de dysfonction lymphatique, qu’ils soient identifiés par la variabilité 
de certains sous-types de VEs ou par la présence d’une dysfonction visible par imagerie. Les sujets 
du groupe ATCD ont moins de VEs qui ont un potentiel de protection du système lymphatique et 
plus de VEs nocives. Si les VEs semblent être les biomarqueurs de cette dysfonction lymphatique, 
elles pourraient également en être la cause. Le recrutement de sujets additionnels et leur suivi 
sur une période de 5 ans permettront de confirmer ces résultats et de répondre aux questions 
qui se posent actuellement. D’un point de vue longitudinal, la survenue d’un événement 
cardiovasculaire chez les sujets recrutés constitue un paramètre majeur à surveiller. Le calcul du 
SRP reste une avenue des plus intéressantes à exploiter dans l’objectif de faire des VEs et de la 
fonction lymphatique de nouveaux biomarqueurs dans l’identification précoce des MCV. 
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